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1 
1 Einleitung 
1.1 Der Glyzinrezeptor  
Der Glyzinrezeptor (GlyR) bildet zusammen mit den GABAA-, GABAC-, den 
nikotinischen Acetylcholin- und den serotonergen 5HT3-Rezeptoren die Superfamilie 
der nikotinischen Liganden-gesteuerten Ionenkanälen. Ein hoher Grad an Homologie 
sowohl auf der DNA- als auch auf der Proteinebene belegt eine gemeinsame 
genetische Herkunft (Le Novere und Changeux, 1995) . 
Wie GABAA-Rezeptoren bilden GlyRs Chloridkanäle. Die Untereinheiten beider 
Rezeptorfamilien weisen eine identische Faltung durch die Membran auf. Beide 
besitzen einen großen N-terminalen Bereich, vier Transmembrandomänen (TM1 bis 
TM4) sowie einen kurzen C-Terminus, der sich wie der N-Terminus im 
Extrazellulärraum befindet. TM1 und TM2 sowie TM2 und TM3 sind jeweils über 
kurze Aminosäureketten miteinander verbunden. TM3 und TM4 dagegen verbindet 
eine ca. 80 Aminosäuren lange intrazytoplasmatische Schleife.  
Die Aminosäure Glyzin funktioniert als Ligand und gehört zusammen mit GABA 
zu den wichtigsten inhibitorischen Neurotransmittern des Zentralnervensystems. 
Während GABAerge Synapsen weit verbreitet im ZNS vorkommen, finden sich 
glyzinerge Synapsen vor allem im Hirnstamm und im Rückenmark. Beispielsweise 
inhibiert Glyzin im Rückenmark als Transmitter der Renshaw-Zelle die Motoneurone 
der Vorderwurzeln über einen negativen Rückkopplungs-Mechanismus (Curtis et al. 
1976) 
In adulten Neuronen führt eine Aktivierung des GlyR durch Glyzin zur Öffnung 
des Chloridkanals und somit zu einem Einstrom von Cl- in die Zelle, was eine 
Hyperpolarisation dieser Zelle zur Folge hat. Dadurch wird beispielsweise die 
Weiterleitung eines Aktionspotentials verzögert. Dem Rezeptor kommt somit also 
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eine inhibitorische Funktion zu. In embryonalen Zellen dagegen bewirkt eine solche 
Rezeptoraktivierung aufgrund eines umgekehrten Cl--Gradienten einen Cl--Ausstrom 
aus der Zelle, wodurch eine Depolarisation ausgelöst wird. Diese wiederum führt 
über eine Öffnung spannungsgesteuerter Ca2+-Kanäle zu einer noch 
weitreichenderen Depolarisation. Diese exzitatorische Wirkung der GlyRs in 
embryonalen Zellen könnte Einfluss auf die neuronale Entwicklung und Reifung 
inhibitorischer Synapsen haben (Betz et al.,1999). Postnatal kommt es dann 
frühzeitig zu einer Änderung des Cl--Gradienten über die Zellmembran.  
In der GlyR-Familie sind vier unterschiedliche Gene für a-Untereinheiten und ein 
Gen für eine ß-Untereinheit bekannt. Die a2-Untereinheit findet sich gehäuft in 
embryonalen GlyRs und wird postnatal durch die a?- und a3-Isoformen ersetzt 
(Legendre, 2001). Während die a-Untereinheiten sich fast gänzlich auf den 
Hirnstamm und das Rückenmark beschränken, kommt die ß-Untereinheit zusätzlich 
in anderen Bereichen des ZNS vor (Malosio et al., 1991). Diese besitzt im Gegensatz 
zu den a-Untereinheiten nicht die Fähigkeit funktionelle Homopentamere zu bilden. 
Ferner unterscheidet sich die ß- von der a-Untereinheit dadurch, dass die ß-
Untereinheit keine so genannte cys-loop enthält. Die cys-loop ist eine N-terminal 
extrazellulär gelegene Abfolge von 15 Aminosäuren, die in vielen Untereinheiten der 
Superfamilie der nikotinischen Liganden-gesteuerten Ionenkanälen völlig konserviert 
und an der Ligandenbindung beteiligt ist (Cockcroft et al., 1990). 
Pathologische Relevanz erlangen die a-Untereinheiten bei der Hyperekplexie 
(startle disease). Bei dieser erblichen Myoklonieform liegen Mutationen dieser 
Untereinheiten vor. Symptomatisch zeigen die Patienten auf visuelle, akustische und 
propriozeptive Reize überschießende Schreckreaktionen und Myoklonien der 
Gesichts- und Halsmuskulatur. 
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Langosch, Thomas und Betz publizierten 1988, dass sich ein adulter GlyR aus 
jeweils drei a- und zwei ß-Untereinheiten zusammensetzt und die a-Untereinheit für 
die Ligandenbindung verantwortlich ist. Nach Rajendra et al. (1995) handelt es sich 
bei dem Liganden meist um Glyzin, seltener um die weniger affinen Aminosäuren ß-
Alanin und Taurin. Neuere Daten ergaben jedoch eine andere Stöchiometrie des 
Rezeptors. So besteht der Rezeptor nach Grudzinska et al. (2005) aus zwei a- und 
drei ß-Untereinheiten, wobei auch die ß-Untereinheit zur Ligandenbindung beiträgt ist 
(siehe Abb. 1.1.1). Weiterhin wird angenommen, dass die a-Untereinheit die 
Assemblierung der einzelnen Untereinheiten zum funktionellen Rezeptor bestimmt. 
Die Transmembrandomäne 2 (TM2) der a-Untereinheit formt den größten Teil der 
Ionenpore (Reddy et al., 1993) .  
Die ß-Untereinheit ist zudem für die Verankerung des Rezeptors in der 
synaptischen Membran verantwortlich. Das geschieht über Interaktion eines 18 
Aminosäuren umfassenden Bereiches der zwischen TM3 und TM4 gelegenen 
zytoplasmatischen Schleife der ß-Untereinheit und dem intrazellulären 
tubulinbindenden Protein Gephyrin (Meyer et al., 1995), welches eine Masse von 93 
kDa hat. Es verknüpft den GlyR mit dem Zytoskelett und ermöglicht durch eine GlyR-
Konzentrierung an der postsynaptischen Membran eine hocheffektive synaptische 
Transmission. Für den Verankerungsvorgang ist eine Aktivierung des Rezeptors 
unerlässlich. So verhindert beispielsweise eine Blockierung durch das Krampfgift 
Strychnin die GlyR-Anreicherung an der postsynaptischen Membran (Kirsch und 
Betz, 1998) .  
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Abb. 1.1.1 Der adulte GlyR besteht aus jeweils zwei a- und drei ß-Einheiten, wobei die a- und ß-
Untereinheiten für die Bindung des Liganden verantwortlich sind. Die ß-Untereinheiten steht 
zudem in Interaktion zu Gephyrin und gewährleistet so die Verankerung des Rezeptors in der 
synaptischen Membran. 
 
 
Die zwischen TM3 und TM4 gelegene zytoplasmatische Schleife der a-
Untereinheit enthält 10 Lysinreste. Mittels Radioiodierung wurde gezeigt, dass der 
GlyR an der Zelloberfläche über diese Lysinreste mono-, di- oder sogar triubiquitiniert 
wird (Büttner et al., 2001). Ferner wurde in derselben Studie nachgewiesen, dass 
nach Ubiquitinierung die 48 kDa große a-Untereinheit intrazellulär zu 35 und 15 kDa 
großen Abbauprodukten gespalten wird (siehe Abb. 1.1.2). Die Konjugation von 
Ubiquitin an den GlyR könnte, wie bei anderen Proteinen bereits belegt wurde, die 
Internalisierung des Rezeptors auslösen. In einem solchen Fall würde Ubiquitinierung 
eine entscheidende Rolle in der Regulation der Expression von Liganden-
gesteuerten Ionenkanälen spielen.  
 
 
 
 
Gephyrin
a
a
ß
ß
ß
Zellmembran
Cl-
Glyzin
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Tabelle 1.1.1 Eigenschaften des GlyR 
Kategorie Ionotroper Neurotransmitter-Rezeptor 
Liganden-gesteuerter Ionenkanal 
Lokalisation Rückenmark, Hirnstamm (z.B. Renshaw-Zellen) 
Postsynapse  
Membranprotein 
Funktion Schnelle inhibitorische synaptische Transmission  
postsynaptische Hyperpolarisierung 
Verwandte Protein-Komplexe GABAA-Rezeptor-Familie 
Nikotinische Acetylcholinrezeptor-Familie 
5-HT3-Rezeptor-Familie 
Mutanten - Glra1: spasmodisch, oszillatorisch 
- Glrb: spastisch 
à spontane Mutationen, deren Phänotyp sehr ähnlich 
ist. Homozygote Tiere zeigen eine verstärkte 
Schreckantwort und einen gesteigerten Muskeltonus. 
Die Glra1-Mutanten gelten als Model für die 
Hyperekplexie (human startle disease / stiff baby 
syndrom ). 
Biochemische und Physiologische Eigenschaften 
Liganden Glyzin (primärer Agonist) 
Taurin, ß-Alanin (Agonist) 
Strychnin, Picrotoxin (kompetitiver Antagonist) 
Zink (allosterischer Potenziator) 
Proteininteraktionen 
 
Bindung an Gephyrin 
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Untereineinheiten-Zusammensetzung 
Anzahl und Art der 
Untereinheiten 
Jeder Rezeptor besteht aus fünf Untereinheiten, wobei 
a1- ,a2-  ,a3-  ,a4- und ß-Untereinheiten unterschieden 
werden. 
Funktion der Untereinheiten a- und ß-Untereinheiten: Ligandenbindung 
ß-Untereinheit: zusätzlich strukturelle Funktion; 
Verankerung in der Zellmembran durch Interaktion mit 
Gephyrin 
Rezeptorarten und deren 
Expression 
Neonataler Rezeptor: bestehend aus a2-Untereinheiten 
Adulter Rezeptor: bestehend aus ß- und a1-
Untereinheiten 
 
 
Abb. 1.1.2 Nach Einbau des GlyR in die Zellmembran erfolgt nach Monoubiquitinierung eine 
Internalisation des Rezeptors mit folgender Spaltung im Endosom in ein 15 kDa und ein 35 kDa 
großes Fragment, wobei das Ubiquitin recycelt wird. 
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1.2 Ubiquitin 
Ubiquitin besteht aus 76 Aminosäuren und ist mit einem Molekulargewicht von  
8,5 kDa ein relativ kleines Protein. Seine Röntgen-Kristallstruktur ist in Abb. 1.2.1 (T. 
Sommer, 2004, www.mdc-Berlin.de) dargestellt. Die Ubiquitin-Funktionen sind 
außerordentlich vielfältig und beruhen zunächst grundsätzlich auf einer kovalenten 
Bindung des Ubiquitins an sich selbst oder seine Zielproteine (Liakopoulus et al., 
1998). 
 
Abb. 1.2.1 Röntgen-Kristallstruktur des Ubiquitins (Abb.: T. Sommer, 2004; www.mdc-Berlin.de) 
 
Dieser Reaktion liegt ein Zyklus enzymatischer Reaktionen zu Grunde. Im ersten 
Schritt wird die C-terminale Aminosäure des Ubiquitins, Glyzin, durch ATP aktiviert. 
Es entsteht Acyl-AMP-Ubiquitin. Mit Hilfe des Ubiquitin-aktivierenden Enzyms E1 
ergibt sich ein kovalentes Zwischenprodukt aus Ubiquitin und E1. Im Folgenden wird 
der Ubiquitin-Rest von diesem Zwischenprodukt auf ein Ubiquitin-Carrierprotein E2 
übertragen. Die heterogene Gruppe der E3-Ubiquitin-Ligasen katalysiert schließlich 
die Übertragung des Ubiquitin-Restes auf die e-Aminogruppe einer Lysylgruppe des 
Zielproteins oder das N-terminale Ende des Proteins (Ciechanover and Ben-Saadon, 
2004).  
Grob lassen sich die E3-Ligasen in zwei Proteinfamilien einteilen: Hect type-
Ligasen, die das Ubiquitin kovalent binden, bevor sie es zum Substrat transferieren 
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(Abb.: 1.2.2), und Ringfinger-Ligasen, welche einen direkten Transfer des aktivierten 
Ubiquitin-Restes von dem E2-Enzym an das an die Ligase gebundene Substrat 
unterstützen. Bekannteste Ringfinger-Ligase ist das Parkin (Tanaka et al., 2001) 
(Abb.: 1.2.3). 
 
Abb.1.2.2 Hect type E3-Ligasen binden Ubiquitin vor dem Transfer auf das Substrat kovalent. 
 
 
 
 
Abb. 1.2.3 Parkin: Parkin interagiert mit seinen Ringfingermotiven mit dem E2-Enzym, da s das 
Ubiquitin noch gebunden hat. Seine Ubiquitin-like-Domäne (UBL) erkennt hingegen das 
Substrat der Polyubiquitinierung, hier als „X“ gekennzeichnet. Parkin katalysiert den direkten 
Ubiquitin-Transfer von dem E2-Enzym zum Substrat. (Abb. aus Tanaka et al., 2001).  
 
SR
i
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Für eine Polyubiquitinierung bestimmter Substrate bedarf es zudem in einigen Fällen 
einer E4-Ligase (Müller et al., 2001). Die Ubiquitin-Stoffwechselwege sind in Abb. 
1.2.4 zusammengefasst. 
 
Abb. 1.2.4 Ubiquitin-Stoffwechselwege. Durch unterschiedliche Enzymkaskaden kann sowohl 
eine Mono- als auch ein Polyubiquitinierung bestimmter Substrate erreicht werden. Auf diese 
Weise werden die jeweiligen Substrate dem Proteasom zugeführt oder greifen in die Regulation 
spezieller Prozessen ein. 
 
Neben Enzymen, die Ubiquitin an Zielproteine anheften, gibt es auch solche, die die 
Bindung zwischen Ubiquitin und dem jeweiligen Akzeptor wieder unterbrechen 
Ubiquitin
E1
E2 E2E2
E3 E3
E4
SubstratSubstrat
Proteasom
Ubiquitin Aktivierung
Ubiquitin Konjugation
Ubiquitin Ligation
Ubiquitin Assemblierungsfaktor
PolyubiquitinierungMonoubiquitinierung
DegradationRegulation von Stoffwechsel-
prozessen
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können, so genannte De-Ubiquitinierungs-Enzyme oder DUBs. Funktionell 
entsprechen sie Hydrolasen. Sie stellen eine weitere Möglichkeit der Regulation der 
Ubiquitinierung dar (Hicke und Schnell, 2003). Diese Proteasen dienen nicht nur der 
Ubiquitin-Abspaltung von Substraten, sondern gleichermaßen dazu, dass zunächst 
als Präkursor synthetisierte Ubiquitin durch Abspaltung einer Aminosäure am C-
Terminus in das funktionsfähige Ubiquitin umzuwandeln (Müller et al., 2001) 
Die Ubiquitinierung stellt einen entscheidenden Regulationsmechanismus für 
verschiedenste Zellprozesse dar, der in seiner Spannbreite der unterschiedlichen 
Funktionen mit der Phosphorylierung vergleichbar ist (Hicke und Schnell, 2003). 
Grundlegend gilt es die Mono- oder Diubiquitinierung von der Polyubiquitinierung zu 
unterscheiden (Hicke, 2001). 
Die Polyubiquitinierung – entsprechend einer Kettenlänge ab vier Ubiquitin-
Resten – gilt als Signal zur Proteindegradation durch das Ubiquitin-Proteasom-
System (Pickart, 2000). Das Proteasom ist ein multikatalytischer Proteasen-Komplex, 
der z.B. durch Polyubiquitinketten markierte Proteine erkennt und zu einzelnen 
Aminosäuren prozessiert, die nun dem Stoffwechsel der Zelle erneut zur Verfügung 
stehen. Das zur Markierung verwendete Ubiquitin wird recycelt (Tanaka et al., 2001). 
Allerdings hängt die Bedeutung der Polyubiquitinierung zudem von der Stelle der 
Ubiquitinierung ab: Beispielsweise dient eine Polyubiquitinierung über Lysin 48 von 
Ubiquitin der Regulation der DNA-Reparatur, während die Polyubiquitinierung über 
Lysin 63 von Ubiquitin in dem gleichen Proteinkomplex zur Degradation führt (Schnell 
und Hicke, 2003).  
Zielproteine können Proteine sein, die im Rahmen des normalen 
Proteinumsatzes aus der Zelle entfernt werden müssen. So ist es essentiell, das 
Gleichgewicht zwischen Aufbau und Abbau von Zellbestandteilen aufrecht zu 
erhalten. Aber es zählen auch Proteine dazu, die fehlerhaft synthetisiert wurden, 
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mutiert oder in ihrer dreidimensionalen Struktur falsch angeordnet sind. Eine 
Kumulation solch geschädigter Proteine würde die Zelle beeinträchtigen (Tanaka et 
al., 2001). Da unter oxidativen Stressbedingungen die Zahl solcher Proteine 
zunimmt, ist es ein interessanter Aspekt, dass Ubiquitin durch ein Stress 
induzierbares Heat-Shock-Gen codiert wird (Tanaka et al., 2001). 
Außerdem spielt diese Art der Proteindegradation eine wichtige Rolle bei der 
Involution von Geweben und Organen (z.B. dem Uterus nach der Geburt, Aguan et 
al., 2000) und beim partiellen Abbau zytosolischer Proteine zur Erzeugung von 
Peptiden, die im MHC-I System der Immunabwehr präsentiert werden sollen 
(Ciechanover and Brundin, 2003).  
Der Markierung zur Degradation steht die Regulation zellinterner Prozesse 
gegenüber, die primär durch Mono- oder Diubiquitinierung vollzogen wird. Ein solcher 
Prozess ist grundlegend involviert in die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren 
(Litford und Deshaies, 2003) und Präkursoren bestimmter Proteine, wie z.B. im Falle 
des NF?B-Transkriptionsregulators (Ciechanover und Brundin, 2003), sowie in den 
Zellzyklus und die Einleitung der Apoptose (Jesenberger und Jentsch, 2002). Zudem 
ist die Ubiquitinierung wichtig zur Biogenese von Zellorganellen und die Regulation 
der subzellulären Lokalisation von Proteinen (Marx, 2002; Johnson, 2002). 
Entscheidend trägt die Mono- bzw. Diubiquitinierung ebenfalls zur 
Internalisierung bei, zum Beispiel der Endozytose von Membranproteinen in ein 
intrazelluläres Kompartiment (Hicke, 2001). Bei der Endozytose schnüren sich 
ausgehend von der Plasmamembran Vesikel ins Zellinnere ab. Diese Vesikel 
fusionieren intrazellulär mit Lysosomen, wobei die aufgenommenen Proteine durch 
hydrolytische Enzyme in einem sauren Milieu degradiert werden (Katzmann et al., 
2002). Ähnliche Mechanismen scheinen für das Ausknospen (budding) von Viren aus 
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Zellen verantwortlich zu sein, die mit Ebola oder HIV-1 infiziert sind, und sind somit 
grundlegend für den Virenzyklus (Schwarz und Hochstrasser, 2003) 
Neben den kovalenten Interaktionen zwischen Ubiquitin und entsprechenden 
Substraten spielen auch Ubiquitin-Interagierungsmotive (ubiquitin interactive motifs) 
eine wichtige Rolle. Hierbei handelt es sich um eine in der Tertiärstruktur von 
Proteinen erkennbare Struktur, welche mit Ubiquitin interagiert, ohne eine kovalente 
Bindung einzugehen. Solche Ubiquitin-Interagierungsmotive haben besondere 
Bedeutung in der Regulation der Endozytose, wobei eine Modifizierung des 
Prozesses ohne obligat kovalente Bindung stattfindet (Fischer et al., 2003). 
Auf Grund der unterschiedlichen und weitläufigen Funktionen des Ubiquitins 
können sich Störungen in diesem System vielfältig äußern. So stellen solche 
Störungen die Grundlage verschiedener neurodegenerativer Erkrankungen wie zum 
Beispiel verschiedener Parkinsonerkrankungen (Giasson und Lee, 2003), Morbus 
Alzheimer und Polyglutamaterkrankungen wie Morbus Huntington dar. Sie sind aber 
auch bei der Entwicklung von Karzinomen, Sepsen und Kachexien von Bedeutung, 
da der Verlauf solcher Erkrankungen zumeist durch eine pathologische Veränderung 
des Proteinstoffwechsels bestimmt wird (Ciechanover und Brundin, 2003). 
 
1.3 Sumo und die UBC09-Ligase 
Sumo – small ubiquitin modifier - ist ein Ubiquitin verwandtes Protein, das im Sinne 
einer posttranslationalen Modifikation kovalent an andere Proteine gebunden wird. 
Als Polypeptid mit einer Länge von 101 Aminosäuren und einem molekularem 
Gewicht von 18 kDA entspricht es als ubiquitin like modifier einem Ubiquitin-
ähnlichen Protein (ubiquitin like protein) der ersten Klasse (Müller et al., 2001). Die 
Tertiärstruktur von Sumo ist in Abb. 1.3.1 dargestellt. Dem stehen die Ubiquitin-
ähnlichen Proteine der zweiten Klasse gegenüber. Hierbei handelt es sich um 
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Proteine, die Ubiquitin-ähnliche Domänen enthalten. Proteine dieser Gruppe werden 
nicht-kovalent an andere gebunden und können dadurch ebenfalls regulierend auf 
spezielle Prozesse einwirken. Parkin stellt ein solches ubiquitin domain protein dar 
(Müller et al., 2001). 
Sumo ist ein hoch konserviertes Protein, das in allen eukaryotischen Zellen 
vorhanden ist. Nicht-Vertebraten besitzen lediglich ein Sumo-Gen, während 
Wirbeltiere drei unterschiendliche Varianten exprimieren: Sumo 1 und die sehr 
ähnlichen Sumo 2 und 3. Letztere sind in ihrer Aminosäuresequenz zu 95% identisch 
und scheinen sich nur hinsichtlich ihrer Substrate zu unterscheiden. Beide können im 
Gegensatz zu Sumo 1 zu einer Polysumoylierung führen (Takahashi et al., 2002). 
Die Sequenzidentität von Sumo 1 und Ubiquitin beträgt lediglich 18%. Allerdings 
weisen sowohl Ubiquitin als auch Sumo eine sehr ähnliche Tertiärstruktur auf, die 
sich durch ß-Faltblattstrukturen angeordnet um eine a-Helix auszeichnet (Bayer et 
al., 1998). Die starke Strukturähnlichkeit spricht für ähnliche funktionelle 
Eigenschaften. Für eine Polysumoylierung – analog der Polyubiquitinierung – fehlt 
Sumo 1 ein Lysinrest, an dem eine solche Reaktion stattfinden könnte (Eaton und 
Sealy, 2003). 
 
Abb. 1.3.1 Tertiärstruktur von Sumo 1 und Ubiquitin 
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Der Stoffwechsel, der zur Sumoylierung von Proteinen führt, ist dem von 
Ubiquitin in vielen Schritten sehr ähnlich. So werden beide zunächst als Präkursoren 
gebildet und müssen durch spezielle Proteasen in den funktionellen Zustand 
gebracht werden. In diesem Zusammenhang spielt die Sumoprotease Ulp 2 eine 
entscheidende Rolle (Bachant et al., 2003). Es ist davon auszugehen, dass bereits 
auf dieser Stufe eine Regulation der Sumoylierung stattfindet (Schwartz und 
Hochstrasser, 2003). 
Das funktionelle Sumo muss nun durch eine ATP-abhängige Reaktion aktiviert 
werden, wozu es eines Heterodimeres der zwei Sumo-aktivierenden Enzyme (sumo 
activating) SAE 1 und SAE 2 bedarf (Okuma et al., 1998). Diese weisen eine 
erstaunliche Ähnlichkeit zu dem E1-Enzym des Ubiquitin-Stoffwechsels auf (Schwarz 
et al., 1998). Auch hier wird eine energiereiche Thioesterbindung zwischen Sumo 
und dem SAE1/SAE2- Komplex gebildet, die grundlegend für die folgende Sumo-
Bindung des an das E2-Konjugations-Enzym ist (Seeler et al., 2003). Genetische 
Studien konnten 13 unterschiedliche Gene für solche Sumo-spezifischen 
Konjugationsenzyme nachweisen, von denen aber nur zwei lebenswichtig sind: die 
UBC03-Ligase und die UBC09-Ligase, die am bekanntesten ist (Schwarz et al., 
1998). Sie alle weisen eine hoch konservierte Aminosäuresequenz von ca. 160 
Aminosäuren auf, die sogenannte UBC-Domäne (Schwarz et al., 1998). 
Die UBC09-Ligase ist besonders im Bereich ihrer Außenfläche positiv geladen, 
wodurch ihre Spezifität für das im Gegensatz zum Ubiquitin negativ geladenen Sumo 
begründet ist. Die Besonderheit der UBC09-Ligase liegt darin, dass sie - besonders 
in hohen Konzentrationen, wie sie in-vitro und bei Überexpression vorkommen 
können – den direkten Transfer von Sumo auf das Substrat katalysiert (Okuma et al., 
1999). Da das Enzym keine spezielle Akzeptorstelle aufzuweisen scheint, war davon 
auszugehen, dass unter bestimmten Bedingungen - vornehmlich in-vitro - die 
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Substratspezifität nicht ausgeprägt ist (Takahashi et al., 2003). Inwiefern diese 
Ligase-Fähigkeit der UBC09 in-vivo relevant ist, bleibt allerdings unklar. Dennoch 
konnte vielfältig eine Interaktion zwischen Substraten und dieser Ligase 
nachgewiesen werden. Beispielshalber seien hier Ran, BP2, I?B, p53, 
Glucokortikoidrezeptoren sowie verschiedene Glucosetransporter genannt (Schwarz 
et al., 1997; Tian et al., 2002; Giorgino et al., 2000). Interessant ist zudem das 
unterschiedliche Expressionsmuster der UBC09-Ligase in verschiedenen Geweben 
exprimiert werden. So ließen sich die höchsten mRNA-Konzentrationen beim 
Menschen in Herz- und glatter Muskulatur nachweisen (Golebiowski et al., 2003). 
Im Zusammenhang der Konjugation von Sumo mit dem Substrat durch die 
UBC09-Ligase konnte zudem ein spezielles Erkennungsmotiv ermittelt werden, über 
das einzelne Substrate erkannt werden. Die so genannte Sumo1-Konsensussequenz 
„?KXE“ zeichnet sich durch eine große hydrophobe Aminosäure ? wie Leucin oder 
Isoleucin, durch das zu konjugierende Lysine K, eine beliebige Aminosäure X und 
einen Glutaminrest E aus (Sampson et al., 2001). 
Nach anfänglichen Zweifeln an der Existenz von Sumo-spezi fischen E3-
Konjugasen konnte inzwischen gezeigt werden, dass Mitglieder der SIZ/PIAS-
Proteinfamilie die Kriterien solcher Faktoren erfüllen: sie treten sowohl mit der 
UBC09-Ligase und Sumo als auch den entsprechenden Substraten in Kontakt und 
steigern die Geschwindigkeit der Substratmodifikation (Johnson und Gupta, 2001). In 
Homologie zu den Ubiquitin-Konjugasen enthalten auch diese Enzyme 
Ringfingermotive. Als weitere E3-Ligasen wurden unter anderem das Nucleoporin 
sowie die p53-Ubiquitin-Ligase MDM2 beschrieben (Pichler et al., 2002; Miyauchi et 
al., 2002). Die Schritte der Sumoylierung sind in Abb. 1.3.2 zusammengefasst. 
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Abb. 1.3.2 Schritte der Sumoylierung 
 
Wie auch die Ubiquitinierung stellt die Sumoylierung einen reversiblen Prozess dar. 
Dieselben Proteasen, die das Prä-Sumo als C-terminale Hydrolase spalten, 
katalysieren auch als Isopeptidasen die De-Sumoylierung (Seeler und Dejean, 2003). 
Die Regulation der Modifikation durch Sumo kann auf mehreren Stufen reguliert 
werden. Hervorzuheben sind die E3-Ligasen, die beschriebenen Proteasen, 
mögliche Koaktivatoren, aber auch die Modifizierung der Substrate durch Ubiquitin, 
Acetyl- oder Phosphorylierung (Seeler und Dejean, 2003). 
Ähnlich wie Ubiquitin erfüllt Sumo vielfältige Funktionen, wobei seine Rolle in der 
Proteindegradation eher eine untergeordnete ist. Allerdings kann Sumo durch seine 
Bindung an die Lysine spezieller Substrate die Ubiquitinierung kompetitiv 
antagonisieren und somit die Stabilität dieser Proteine erhöhen (Müller et al., 2001). 
Erste Untersuchungen von Sumo zeigten seine Bedeutung primär im Bereich des 
nucleocytoplasmatischen Transportes, wobei es sowohl für den Import bestimmter 
Substrate als auch für den Export verantwortlich ist, wie für den Kernimportfaktor 
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RanGAP1 (Matunis et al., 1996) und die MAP Kinase Mek 1 (Sobko et al., 2002) 
beschrieben. Weitere entscheidende Funktionen erfüllt Sumo im Bereich der 
Transkription z.B. durch Bestimmung der subzellulären Lokalisation der 
entsprechenden Faktoren (Kahyo et al., 2001). Zudem weisen einige nukleäre 
Rezeptoren wie der Progesteron-Rezeptor (Abdel-Hafiz et al., 2002) synergy control 
motifs auf. Hierbei handelt es sich um bestimmte Stellen innerhalb der 
Proteinsequenzen, die entscheidend für die Interaktion mit weiteren 
Proteinkomplexen sind und so die Aktivität und Funktion des jeweiligen Proteins 
kontrollieren. Gemeinsames Kennzeichen dieser synergy control motifs ist die ?KxE-
Signatur, welche auf Sumo und die Ubc09-Ligase als mögliche Interaktionspartner 
hindeutet. In dieser Beziehung konnte eine direkte Modulation der Transkriptions-
aktivität solcher Promotoren durch Sumoylierung nachgewiesen werden (Seeler und 
Dejean, 2003). Ferner spielt Sumo wie auch Ubiquitin eine entscheidende Rolle in 
der Regulation der DNA-Reparatur und anderer Schutzmechanismen der Genom-
Replikation. So scheint es auch eine Rolle in der Chromosomen-Dynamik zu spielen 
(Seeler und Dejean, 2003). 
 
1.4 Fragestellung 
Thema dieser Dissertation war der Prozess der Ubiquitinierung und Sumoylierung 
des a1-GlyR. Im Falle des GlyRs könnte die Ubiquitinierung durch Auslösen der 
Endozytose zu einer verminderten Rezeptoraktivität an der neuronalen Synapse 
führen. Eine Regulation der zur Superfamilie der ligandengesteuerten Ionenkanälen 
gehörenden GlyR durch Ubiquitinierung würde Ubiquitin eine entscheidende Rolle 
bei der Ausbildung und der Funktionalität von neuronalen Synapsen beimessen. 
Bereits zuvor konnte eine Ubiquitinierung von Proteinen in Xenopus-Oozyten gezeigt 
werden. In dieser Arbeit sollten Interaktionen zwischen Ubiquitin und dem GlyR in 
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Xenopus-Oozyten und in-vitro untersucht werden. Durch den Einsatz 
unterschiedlicher GlyR-Mutanten und -Domänen sowie die Verwendung von Lysaten 
neuronaler Gewebe, die endogene GlyR exprimieren, sollte die 
Ubiqutinierungsreaktion näher charakterisiert werden.  
Wegen der Wechselwirkungen zwischen Sumo und Ubiquitin sowie der 
zunehmenden Bedeutung von Sumo auch außerhalb nukleärer Funktionen, z.B. in 
der Regulation der Expression membranständiger Glukose-Transporter (Giorgino et 
al., 2000) sollte in dieser Dissertation neben der Ubiquitinierung auch nach 
möglichen Effekten von Sumo auf den GlyR gesucht werden. Dazu sollte die 
kodierende DNA-Sequenz von Sumo und der Ligase Ubc09 in einen Vektor 
umkloniert werden, der ihre Expression in Xenopus-laevis-Oozyten ermöglicht. 
Außerdem sollten Sumo und Ubc09 in den pGEX-2T-Vektor umkloniert werden, um 
sie als GST-Fusionsproteine GST-Sumo und GST-Ubc09 in E. coli für eine 
anschließende affinitätschromatografische Reinigung exprimieren zu können. Mit 
Hilfe dieser rekombinanten Proteine sollte versucht werden, eine Sumoylierung des 
GlyR sowohl in Xenopus Oozyten als auch in-vitro unter Hinzuziehung von Gehirn- 
und Rückenmarklysaten nachzuweisen. Ferner sollte versucht werden, die 
Sumoylierung durch hohe Konzentrationen der substratunspezifischen Ubc09-Ligase 
zu katalysieren. Auf diese Weise sollte einerseits eine Sumoylierung des GlyRs und 
verschiedener GlyR-Mutanten durch Nachweis von Addukten zwischen Sumo und 
dem GlyR gezeigt werden; andererseits galt es, mögliche Effekte von Sumo und der 
Ubc09-Ligase auf die Internalisierung des Rezeptors darzustellen. Eine solche 
Internalisierung erfolgt mittels Endozytose und geht mit einer proteolytischen 
Prozessierung der GlyR-a1-Untereinheit zu zwei verschieden großen Fragmenten 
einher. Das Verhältnis dieser Fragmente zu dem intakten Rezeptor sollte als Maß für 
den endocytären GlyR-Umsatz benutzt werden. Mit Hilfe dieses Ansatzes sollte die 
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Frage beantwortet werden, ob die Anwesenheit von Sumo den Rezeptor vor einer 
Ubiquitin vermittelten Internalisierung schützt. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Materialien 
Desoxyoligonukleotide wurden von der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) bezogen. 
Die Herkunft anderer Chemikalien wird explizit in den jeweiligen Protokollen genannt. 
Die Zusammensetzung nicht kommerziell erworbener Puffer ist in Tabellen 
beschrieben. 
 
2.2 Modifikation von cDNA Konstrukten 
2.2.1 Verfahren zur Gewinnung und Behandlung von Plasmiden 
Zur Vervielfältigung von Plasmiden wurden diese in E.coli DH5 a-Zellen transformiert, 
die nach dem von Inoue et al. 1990 beschriebenen Protokoll kompetent gemacht 
worden waren. Aus Übernacht-Kulturen in LB-Medium (Luria-Bertani-Medium, LB-
Broth, Sigma, Steinheim) mit 100 µg/ml Ampicillin wurden die Plasmide unter 
Anwendung des Plasmid-Mini-Präp-Kits (Sigma, Taufkirchen) nach dem Prinzip der 
modifizierten alkalischen Lyse aufgereinigt. Mittels mehrerer Wasch- und 
Zentrifugationsschritte entsprechend den Angaben des Herstellers wurde die in dem 
Lysat enthaltene Plasmid-DNA auf einer speziellen Silikamatrix aufgefangen und 
gereinigt. Die Plasmid-DNA ließ sich aus der Matrix mit einem in dem Plasmid-Mini-
Präp-Kit enthaltenem Puffer eluieren und stand in supercoiled-Form für weitere 
Versuchsschritte  zur Verfügung. 
 
2.2.2 Modifikation durch gerichtete Mutagenese 
Die gerichtete Mutagenese der cDNA-Konstrukte hatte entweder die Veränderung 
einzelner Aminosäure-Codons oder die Erzeugung oder Deletion von Schnittstellen 
zum Ziel. Sie wurden nach dem Prinzip des QuikChange™ Site-Directed-
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Mutagenesis-Kits (Stratagene, Heidelberg) durchgeführt. Dabei wird doppelsträngige 
Plasmid-DNA, die die interessierende cDNA enthält, als Matrize in eine PCR 
eingesetzt. Zwei PCR-Primer, die die gewünschte Mutation enthalten und sich genau 
gegenüber am jeweiligen Plasmidstrang anlagern, werden durch die Pfu-Polymerase 
(Stratagene, Heidelberg) in Anwesenheit von dNTPs (GE Healthcare, Freiburg) so 
verlängert, dass genickte zirkuläre DNA-Stränge mit den inkorporierten Primern 
entstehen. Die verwendete thermostabile Pfu-DNA-Polymerase hat eine zusätzliche 
3’-5’-Exonuclease-Aktivität, die ein Korrekturlesen (proofreading) erlaubt und so die 
Anzahl der ungewollten Mutationen reduziert.  
Im Anschluss an die PCR-Reaktion wurde die methylierte DNA-Matrize durch 
Dpn I-Behandlung (New England Biolabs, Bad Schwalbach) restringiert. Abb. 2.1 
zeigt das im Rahmen einer solchen Quick-Change-Mutagenese erhaltene PCR-
Produkt vor und nach Dpn I-Restriktion auf einem Agarosegel. Die entstandenen 
genickten Plasmide wurden in Bakterien des E. coli-Stammes XL1-Blue (Stratagene, 
Heidelberg) transformiert, die in der Lage sind, genickte Plasmide zu „reparieren“. 
Kompetente XL1-Blue-Zellen wurden nach der CaCl2-Methode (Inoue et al., 1990) 
gewonnen. Die Zellen wurden über Nacht angezüchtet, um anschließend die 
Plasmid-DNA wie oben beschrieben aufzureinigen.  
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Abb. 2.1 Beispiel für ein PCR-Produkt bei einer Quick-Change-Mutagenese vor und nach 1h 
Dpn I-Restriktion (jeweils 5 µl des Restriktionsansatzes auf einem 1%igen Agarosegel; 
Ethidiumbromid-Färbung). 
 
2.2.3 Einligieren von PCR-Produkten in Vektoren 
Das Einligieren von PCR-Produkten diente dem Einfügen größerer cDNA-Sequenzen 
in die jeweils gewünschten Vektoren. cDNA-Klone für humanes Sumo und die 
humane Ubc09-Ligase, beide im Vektor pOTB, wurden kommerziell von der Firma 
RZPD (Deutsches Ressourcenzentrum für Genomforschung GmbH, Berlin) 
erworben. Die GlyR a1-cDNA stand aus früheren Arbeiten im Labor zur Verfügung 
(Griffon et al., 1999). 
ßPCR-Produkt vor und 
nach Dpn I- Verdau
ß Primer
21226 bp
4148 bp
4973 bp
4268 bp
3530 bp
2027 bp
1940 bp
1584 bp
1375 bp
947 bp
831 bp
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Für die Expression in Xenopus-Oocyten wurden die betreffenden Gene in 
pNKS2-Vektoren umkloniert; für die Herstellung von GST-Fusionsproteinen wurde 
eine Einligierung in pGEX-2T-Vektoren vorgenommen. Dazu wurden PCR-
Primerpaare geplant, die sich jeweils im 5’-Bereich der beiden komplementären 
DNA-Stränge anlagern (annealen) und es so ermöglichen, die jeweils gesamte 
kodierende DNA zu amplifizieren. Die unterschiedlichen Restriktionsstellen beider 
Primer an ihren 5'-Enden ermöglichten ein gerichtetes Einligieren in kompatible 
Enden des jeweiligen Zielvektors. Die gewünschte cDNA wurde in bis zu 29 PCR-
Zyklen amplifiziert, wobei der PCR-Ansatz mit unterschiedlichen Konzentrationen des 
ursprünglichen Plasmides durchgeführt wurde. Die aus den unterschiedlichen PCR-
Ansätzen gewonnenen DNA-Fragmente wurden auf einem 1%igen Agarosegel, dem 
0,5 µl/mg Ethidium-Bromid zugefügt war, aufgetrennt. So konnte die PCR-Reaktion, 
welche ein Produkt der richtigen Größe bei möglichst wenigen Nebenprodukten 
ergab, identifiziert werden. Diese wurde weiter verwendet. 
 
24 
 
Abb. 2.2 Beispiel eines PCR-Produktes anhand der etwa 300 bp-großen Sumo-DNA auf einem 
präparativen 1% Agarosegel. Die aufgetrennte cDNA wurde anschließend aus dem Gel 
herausgeschnitten und stand nach entsprechender Aufreinigung für weitere 
Verarbeitungsschritte zur Verfügung. 
 
Das erhaltene PCR-Produkt wurde, wie in Abb. 2.2 dargestellt, in einem Agarosegel 
aufgetrennt und mit Hilfe des Jetsorb-Gel-Extraction-Kits (Genomed, Bad 
Oeynhausen) aufgereinigt. Hierzu wurde die entsprechende DNA-Bande aus dem 
Agarosegel unter UV-Licht mit einem Skalpell ausgeschnitten, in ein 1,5 ml 
Reaktionsgefäß überführt und mit der Jetsorbmatrix sowie einem speziellen Puffer, 
der NaClO4 enthielt, versetzt. Während einer 15-minütigen Inkubation bei 50°C 
wurde die Agarose aufgelöst; dabei wurde die Probe alle 3 min gevortext, um die 
Jetsorbmatrix in Suspension zu halten. Agarosereste wurden anschließend durch 
entsprechende Wasch- und Zentrifugationsschritte entfernt. Nach möglichst 
vollständigem Abpipettieren des Puffers wurde die Matrix bei 50 °C für 10 min 
getrocknet und durch kräftiges Vortexen in 20 µl Tris-EDTA, pH 8.0 (TE, Sigma, 
Steinheim) resuspendiert, um die DNA zu eluieren. Nach 5-minütiger Inkubation bei 
50 °C wurde die Matrix abzentrifugiert und die eluierte DNA in ein neues 1,5 ml 
ß PCR-
Produkt 
 21226 bp 
 
   4148 bp  
   4973 bp 
   4268 bp 
   3530 bp 
   2027 bp 
   1940 bp 
   1584 bp 
   1375 bp 
 
    947 bp 
    831 bp 
 
    564 bp 
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Reaktionsgefäß überführt. Ein Aliquot dieser DNA wurde auf einem Agarosegel 
analysiert, um Konzentration und Reinheit abzuschätzen. 
Die Gelextraktion wurde alternativ mit dem QIAquick-Gel-Extraction-Kit (Qiagen, 
Hilden) durchgeführt. Hierbei wurde das ausgeschnittene Gelstück in dem 
mitgelieferten Puffer mit pH-Indikator bei 50 °C aufgelöst. Die Suspension wurde in 
speziellen Kartuschen zentrifugiert, in denen eine Silikonmembran eingespannt war, 
die die Nukleinsäuren ähnlich der Membran der Minipräpröhrchen bei hohen 
Salzkonzentrationen band. Nach mehreren Waschvorgängen, die dazu dienten, 
Reste an TAE-Puffer, Agarose und Ethidiumbromid zu entfernen, konnte die DNA mit 
einem kleinem Volumen Elutionspuffer mit geringem Salzgehalt eluiert werden. 
Das aufgereinigte DNA-Fragment wurde nacheinander mit den jeweiligen 
Restriktionsenzymen inkubiert. Wenn die eingesetzten Enzyme unterschiedliche 
Puffer für optimale Aktivität benötigten, wurde zwischen zwei enzymatischen 
Reaktionen eine Entsalzung über MicroSpin S-200 HR-Säulen (GE Healthcare, 
Freiburg) durchgeführt. Der Vektor wurde analog mit den gleichen 
Restriktionsenzymen inkubiert und anschließend aus einem präparativen Agarosegel 
isoliert (siehe Abb. 2.3).  
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Abb. 2.3 Präparation eines DNA-Vektors: das entsprechende Plasmid K 1016 wurde in diesem 
Falle mit den Enzymen Xba I und Aat II restringiert. Nach Auftrennung der jeweiligen 
Fragmente auf einem Agarosegel konnte der 2863 bp-große Vektor nach den angegebenen 
Methoden aus dem Gel aufgereinigt werden. 
 
Die Ligation des Vektors mit dem gewünschten PCR-Produkt wurde unter 
Verwendung der T4-DNA-Ligase (New England Biolabs, Frankfurt/Main)  
durchgeführt.  
 
ßLeerer Vektor  
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Tabelle 2.1 DNA-Konstrukte 
cDNA Ausgangskonstrukt Konstrukt Methode Primer 
Ubiquitin Ubiquitin-pNKS 
K1067* 
GST-Ubiquitin-
pGEX 
K1022* PCR-basierte 
Umklonierung 
O-1972/ 
O-1973 
Sumo-pOTB 
   IRALp998L089750Q** 
Sumo-pNKS K1776* PCR-basierte 
Umklonierung 
O-913/ 
O-914 
Sumo-pNKS 
K1776* 
Sumo-2.EcoRI site-
pNKS 
K1824* QuickChange 
PCR 
O-2106/ 
O-2107 
Sumo-pNKS 
K1776* 
His-Sumo-pNKS K1777* QuickChange 
PCR 
O-915/  
O-916 
Sumo 
Sumo-2.Eco R1 site-pNKS  
K1824* 
GST-Sumo-pGEX K1858* PCR-basierte 
Umklonierung 
O-2164/  
O-2165 
Ubc09-pOTB 
   IRALp962C099Q2** 
K1780* 
Ubc09-pNKS K1878* PCR-basierte 
Umklonierung 
O-2059/  
O-2060 
Ubc09-pNKS 
K1878* 
GST-Ubc09-pGEX K1938* PCR-basierte 
Umklonierung 
O-2268/  
O-2269 
Ubc09 
Ubc09-pNKS 
K1878 
His-Ubc09-pNKS K1823 QuickChange 
PCR 
O-2270/  
O-2271 
GlyR 
Endo-
a1NoK 
GlyR a1NoK-pNKS 
K1103 
GlyR GST-Endo- 
a1309-392,NoK-pGEX 
K1867 PCR-basierte 
Umklonierung 
O-2175/ 
O-2176 
* Laborinterne Konstruktnummer 
** Kommerziell erworbene cDNA mit Image-Genbanknummer gemäß RZPD 
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2.2.4 Identifizierung positiver Klone durch Restriktionsanalyse 
Mit Hilfe eines kommerziellen DNA-Analyseprogrammes (Vector NTi, Kentucky 
Biomedical Research Infrastructure Network, Louisville) ließen sich durch Kenntnis 
der Plasmidsequenz Kontrollrestriktionen planen, die der Identifizierung der Plasmide 
mit der gewünschte Insertion dienten. Hierzu wurden Enzyme ausgewählt, welche 
möglichst sowohl im Vektor als auch in der inserierten cDNA schnitten. Die Größe 
der erhaltenen Fragmente ermöglichte eine relativ sichere Aussage, ob das isolierte 
Plasmid das gewünschte Insert enthält. Als positiv identifizierte Plasmide wurden 
unter Verwendung der BigDye Terminator-Reagenzien an einem ABI PRISMTM 310-3 
(Perkin-Elmer Biosystems, Weiterstadt) sequenziert. Mit dem Vector-NTi-Programm 
wurde die ermittelte DNA-Sequenz mit der erwarteten verglichen und somit 
kontrolliert.  
 
 
2.3 Expression und Aufreinigung von GST- Fusionsproteinen 
Um GST-Proteine in E. coli-Zellen zu produzieren, wurde die cDNA des jeweiligen 
Proteins nach den oben beschriebenen molekularbiologischen Methoden in den 
pGEX-2T-Vektor einligiert. Dieser enthält die genetische Information für die 
Glutathion-S-Transferase (GST) unmittelbar vor den Restriktionsstellen, in die die 
gewünschte kodierende DNA im gleichen Leserahmen wie GST eingefügt wird. 
Da die Aminosäuren eukaryotischer Proteine teilweise durch Codons belegt sind, 
für die E. coli nur niedrige tRNA-Konzentrationen aufweisen, wurden die betreffenden 
Plasmide in käuflich erworbene Rosetta-Zellen transformiert (Novagen, Bad Soden). 
Diese exprimieren zusätzliche tRNAs für die seltenen Codons AUA, AGG, AGA, 
CUA, CCC und GGA. Die Expression eukaryotischer Gene wird auf diese Weise in 
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den Bakterien unterstützt. 
In Vorversuchen galt es, die optimalen Bedingungen für eine maximale 
Proteinsynthese der Rosettazellen auszutesten. Dazu wurden Vorversuche im 
kleinen Maßstab durchgeführt. Hierzu wurden 100 ml LB-Medium aus einer 
Übernacht-Kultur angeimpft. Zunächst wurde das Animpfungsvolumen im Verhältnis 
1:50, 1:100 und 1:200 zum LB-Medium variiert. Auf Grund des schnelleren 
Bakterienwachstums wurde für die weiteren Versuche die 1:100-Verdünnung 
gewählt. Um die optimale Kultivierungstemperatur zu ermitteln, wurden gleichzeitig 
mehrere Ansätze mit unterschiedlichen Temperaturen kultiviert. Es wurde die 
Kultivierungstemperatur für die weiteren Versuche ausgewählt, bei der die E. coli-
Zellen am meisten rekombinantes Protein produzierten. Abb. 2.4 zeigt einen solchen 
Versuchsansatz. Die Induktionsdichte (0,7 OD; OD = optische Dichte) und -zeit (3h) 
beruhte auf Erfahrungen der Arbeitsgruppe hinsichtlich der Menge und Reinheit von 
GST-Fusionsproteinen. 
 
Abb. 2.4 12%-SDS-PAGE-Gel. Rosettazellen exprimieren die GST-Ubc09-Ligase bei einer 
Kultivierungstemperatur von 23°C deutlich stärker als bei 28°C. 
Zur Proteingewinnung im größeren Maßstab wurden 500 ml LB-Medium, das 
 30 kDa 
45 kDa 
14,3 kDa 
23° C 28°C 
20,1 kDa 
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100 µg/ml Ampicillin enthielt, mit 5 ml Rosetta-Übernachtkultur angeimpft und bei 
24°C inkubiert, bis sie zu einer optischen Dichte von 0,6-0,8 OD herangewachsen 
waren. Es folgte eine 2-4 h Induktion mit Isopropyl-Thio-ß-D-Galactopyranosid (IPTG, 
peQlab Biotechnologie, Erlangen) (Endkonzentration: 0,2  mM); danach wurden die 
Zellen abzentrifugiert (4355 g, 10 min, 4 °C). Das durch die Zentrifugation erha ltene 
Pellet wurde in 10 ml eiskaltem PBS-Puffer (140 mM NaCl, 3 mM KCl, 8 mM 
Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH 7,4) mit 1 µg/µl Lysozym (Boehringer, Mannheim), 
0,5 % Triton X-100 (Roche, Mannheim), 5 mM DTT (Sigma, Taufkirchen) und 
100 µM Pefabloc (Biomol, Hamburg) resuspendiert. Anschließend erfolgte 6-mal eine 
Ultraschall-Behandlung (Sonifier 450, Branson Ultrasonics, Dietzenbach) (Stufe 4,5 
von 10) für eine Dauer von je 30 s, jeweils unterbrochen von einer 30 s anhaltenden 
Inkubation auf Eis.  
Die verbleibenden Zelltrümmer wurden abzentrifugiert (22000 g, 10 min, 4 °C) 
und der Überstand wurde auf 200 µl Glutathion-Sepharose (GE Healthcare, Freiburg) 
gegeben. Das exprimierte Fusionsprotein wurde während einer 1 h Inkubation bei  
4 °C in einem Kopf-über-Kopf-Schüttler (REAX 2, Heidolph, Kelheim) an die 
Sepharose gebunden, die durch wiederholtes Resuspendieren und Zentrifugieren mit 
PBS-Puffer gewaschen wurde. Schließlich wurde das GST-Fusionsprotein mit 20 mM 
reduziertem Glutathion (in 50 mM Tris/HCl pH 8.0) eluiert (3 mal, 30-60 min, 4 °C). 
Die eluierten Proteine wurden auf einem 12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel 
aufgetrennt und durch Coomassie-Färbung sichtbar gemacht. Das SDS-PAGE-Gel 
wurde 30 min in der Coomassie-Färbelösung (0,04 % Brilliant Blue R, 40 % 
Methanol, 10 % Essigsäure, 50 % Aqua dest.) inkubiert. Danach erfolgten 
Waschungen im Entfärber (40 % Methanol), bis der Hintergrund durchsichtig war. Die 
Konzentrationsbestimmung erfolgte semiquantitativ durch einen Vergleich der 
Intensität von Proteinbanden von GST-Fusionsprotein und bekannten Mengen eines 
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Rinder-Serum-Albumin-Standards (BSA-Standard). 
Tabelle 2.2 - Aus E. coli Bakterien des Rossettastammes isolierte GST-Fusionsproteine 
Ausgangsgen Isoliertes Protein 
Ubiquitin GST-Ubiquitin 
Sumo GST-Sumo 
GlyR Endo-a1302-392 GlyR GST-Endo a1302-392 
GlyR GST-Endo a1302-392, NoK 
Ubc09 GST-Ubc09 
 
Die gewonnenen Proteine (siehe Tabelle 2.2) sowie GST wurden nach 
Entsalzung in entsprechenden Entsalzungssäulchen (GE Healthcare, Freiburg) 
einerseits für die Injektion in Xenopus-Oozyten, andererseits für in-vitro-Assays 
verwendet. GST erschien dem berechneten Gewicht entsprechend als eine Bande 
von ungefähr 28,5 kDa. Die Fusionsproteine waren entsprechend größer, wie in den 
Abb. 2.5 zu sehen ist. 
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Abb. 2.5 Lineares SDS-PAGE-Gel (12% Acrylamid) zur Analyse der von den Rosettazellen 
produzierten GST-Fusionsproteine. Die Konzentrationen wurden semiquantitativ mittels 
Vergleich mit dem BSA-Standard geschätzt. A) Expression von GST-Ubiquitin, GST-Sumo und 
GST-Ubc09. GST-Ubiquitin läuft entsprechend der errechneten 28,5 kDa für GST plus der 
errechneten 8,5 kDa für Ubiquitin bei einer Höhe von 37 kDa. GST-Sumo ist etwas größer und 
läuft bei ca. 38 kDa. Die Ubc09-Ligase hat eine Masse von 42 kDa. B) Expression der GST-
Endodomänen. Die Masse der Endodomänen beträgt jeweils 33 kDa. Auch hier verhalten sich 
die Proteine entsprechend ihrer errechneten Masse. 
 
2.4 cRNA-Synthese 
Zur cRNA-Synthese wurden die jeweiligen Plasmide hinter dem Poly(A)-Schwanz 
des Vektors linearisiert. Dies erfolgte meistens durch das Enzym XhoI, allerdings 
musste bei einzelnen Konstrukten alternativ EcoRI oder NotI (New England Biolabs, 
Frankfurt) verwendet werden.  
Nach der Aufreinigung mit Hilfe des QiaQuick-Nucleotide-Removal-Systems 
(Qiagen, Hilden) wurde die DNA mit Ethanol und Natriumacetat gefällt, mit 70 %igem 
Ethanol gewaschen, und anschließend wird das Pellet in 1:2 verdünntem TE 
aufgenommen. Davon wurden je 3 µg zur cRNA-Synthese eingesetzt. Die mit Hilfe 
der SP6-Polymerase in Gegenwart von Cap-Nukleotid transkribierte cRNA wurde 
66 kDa
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30 kDa
20,1 kDa
14,3 kDa
GST-Endo-
GlyR-NoK
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anschließend durch Sepharose-Chromatografie (ProbeQuant G-50 MicroColumns, 
Pharmacia Biotech, Freiburg) und Phenol-Chloroform-Extraktion von Nukleotiden und 
Proteinen gereinigt, gefällt und in 5 mM Tris/HCl, pH 7.5 aufgenommen. Die 
Quantifizierung der cRNA erfolgte durch photometrische Bestimmung der Absorption 
bei l 260 nm (BioPhotometer, Eppendorf). Durchgeführt wurden die cRNA-
Synthesen von der Medizinisch-Technischen Assistentin Frau Detro-Dassen. 
Tabelle 2.3 Verwendete cRNA 
Ubiquitin Ubiquitin 
His-Ubiquitin 
Sumo Sumo 
His-Sumo 
Ubc09 Ubc09 
His-Ubc09 
GlyR GlyR His-a1 
GlyR His-a1NoK 
GlyR I387A,D388A-a1 
GlyR Endodomäne GlyR His-Endo a1302-392,NoK 
 
 
2.5 Versuchstiere 
2.5.1 Xenopus laevis (Krallenfrösche) 
2.5.1.1 Herkunft und Haltung von Xenopus laevis 
Als Expressionssystem wurden Xenopus-laevis-Oozyten genutzt. Xenopus laevis ist 
der südafrikanische Krallenfrosch (Abb. 2.6). Die Tiere wurden aus Südafrika 
importiert (African Xenopus facility, Südafrika). Bis zu zehn Tiere wurden in einem 
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Becken mit 200 l Leitungswasser bei 16 °C gehalten. Gefüttert wurden die 
Krallenfrösche zweimal wöchentlich mit gewürfeltem Rinderherz. 
 
 
Abb. 2.6 Xenopus laevis; südafrikanischer Krallenfrosch 
 
2.5.1.2 Präparation des Ovars 
Die Xenopus laevis-Weibchen wurden durch Eintauchen in eine 0,2 %ige Lösung 
von 3-Aminobenzoesäureethylester (Tricain, MS 222, Sigma Chemicals, St. Louis, 
USA), deren pH-Wert auf 7,4 eingestellt wurde, anästhesiert. Um Zugang zum Ovar 
zu bekommen, wurde mit einem ca. 1 cm langen Schnitt auf der Bauchseite Haut- 
und Muskelschicht durchtrennt. Das Ovar wurde dann mit einer Pinzette vorsichtig, 
jedoch nicht komplett, herausgezogen und mit einer Schere abgetrennt. Bis zur 
Weiterbehandlung wurde es bei 19 °C in Oozyten-Ringer-Lösung (ORi, siehe Tabelle 
2.4) gelagert. Nacheinander wurden erst die Muskelschicht, dann die Haut wieder 
zugenäht. Der Frosch wurde über Nacht in seesalzhaltigem Wasser (1 g/l) gehalten, 
um gute Vorraussetzungen zum Verheilen der Wunde zu schaffen. 
 
2.5.1.3 Behandlung der Xenopus-Oozyten 
Zur Entfernung des Bindegewebes und der Follikelzellen, die die Oozyten 
umgeben, wurde das Ovar mit Pinzetten in kleine Stücke gezupft und über Nacht 
(14-15 h) bei 19 °C in 10 ml Kollagenase inkubiert (1,5 mg/ml ORi). Die Kollagenase 
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(Serva, Heidelberg) selbst wurde unmittelbar vor Gebrauch gelöst und steril filtriert.   
Am nächsten Morgen wurden die Oozyten mit ORi vorgewaschen, 10 min in Ca2+-
freiem ORi inkubiert, um die Follikelzellen abzulösen, und anschließend wieder in 
ORi aufgenommen. Um eine homogene Gruppe zu erhalten, wurden Oozyten der 
von Colman (1984) beschriebenen Entwicklungsstadien V und VI mit einer 
Glaspipette ausgelesen und bis zur Injektion bei 19 °C in ORi aufbewahrt. Für die 
Kollagenasebehandlung und für längere Inkubationen der Oozyten wurde 
Gentamicin-haltiges ORi (50 mg/l Gentamicin Sulfat, Alexis Biochemicals , Grünberg) 
verwendet. 
Tabelle 2.4 Medien zur Inkubation der Oozyten: 
Oozyten-Ringer-Lösung (ORi): Ca2+-freies ORi: 
90 mM NaCl 
1 mM KCl 
1 mM CaCl2 x 2 H2O 
1 mM MgCl2 x 6 H2O 
10 mM Hepes 
in Reinstwasser gelöst, pH 7,4 mit NaOH 
eingestellt 
autoklaviert 
90 mM NaCl 
1 mM KCl 
        
1 mM MgCl2 x 6 H2O 
10 mM Hepes 
in Reinstwasser gelöst, pH 7,4 mit NaOH 
eingestellt 
autoklaviert 
 
2.5.1.4 Injektion von cRNA und Proteinen in Xenopus-Oozyten 
Die Injektion der Oozyten erfolgte an einem Injektionsplatz, der aus einer Stereolupe 
(M32, Wild, Heerbrugg), einer Mikroinjektionspumpe (Nanoject, Drummond, 
Broomall, USA) und einem Mikromanipulator bestand. Die Glaskapillaren wurden mit 
Hilfe eines Mikropipettenpullers (Modell PP-830, Narishige, Japan) hergestellt. Die 
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cRNA wurde, wenn nicht anders angegeben, in einer Konzentration von 0,5  µg/µl 
(50 nl/Oozyte) injiziert. Injizierte Zellen und nicht-injizierte Kontrollgruppen wurden bei 
19 °C in ORi gelagert. 
 
 
Abb. 2.7 Xenopus laevis-Oozyten: die Injektion sollte möglichst an der Grenze von animaler 
und vegetativer Zone stattfinden. 
 
Die GST-Fusionsproteine wurden vor Injektion in die Oozyten über ein G50-
Sepharose-Säulchen (GE Healthcare, Freiburg) entsalzt, um eine mögliche Störung 
des Stoffwechsels der Oozyten durch zusätzliche Salze  gering zuhalten.  
 
2.5.2 Ratten 
2.5.2.1 Herkunft und Haltung der Ratten 
Die Sprague Dawley Ratten wurden bei einem normalen Tag-Nacht-Rhythmus 
(8.00 - 20.00 h Licht) in Käfigen gehalten, wobei ihnen Wasser und Futter nach der 
Altromin-Standard-Diät ad libitum gestellt wurden. Die männlichen Tiere wogen 
250 - 300 g und waren zum Zeitpunkt der Organpräparation 8 Wochen alt. Unter 
Barbituratnarkose wurden den Ratten die Nieren für einen hier von unabhängigen 
Versuch entnommen. Hierbei verstarben die Tiere. Es folgte die möglichst schnelle 
Entnahme des Gehirns. 
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2.5.2.2 Präparation des Gehirns und des Rückenmarks 
Der frisch verstorbenen Ratte wurde mit Hilfe eines Stabes das Atlanto-
Occipitalgelenk unter Zugwirkung durchtrennt, um so einen besseren Zugang zum 
Gehirn zu erlangen. Mit Hilfe von Skalpell und Schere wurde der Schädel und das 
Foramen magnum  freigelegt. Von diesem aus wurde die Schädelkalotte entlang der 
Suturen eröffnet. Nach vollständiger Freilegung des Gehirns konnte dieses im 
Ganzen entnommen und in eisgekühlte PBS-Lösung gelegt werden. Um eine 
Schädigung der im Gehirn enthaltenen Enzyme durch die nach dem Tode 
einsetzende Proteolyse zu vermeiden, erfolgte die Weiterverarbeitung so schnell wie 
möglich. 
Um das Rückenmark unbeschädigt zu gewinnen, wurde die Wirbelsäule der auf 
dem Bauch liegenden Ratte in Höhe des ersten Lendenwirbels freipräpariert. In 
diesem Bereich wurden die Wirbel voneinander getrennt und eine Kanüle in den 
Rückenmarkskanal eingeführt, über die Druckluft in den Kanal eingeleitet werden 
konnte. In Folge des applizierten Luftstroms wurde das Rückenmark aus dem Kanal 
nach zervikal gedrückt und konnte an der dekapitierten Ratte in einem Behälter 
aufgefangen und auf Eis gekühlt werden. Auch hier erfolgte eine Weiterverarbeitung 
umgehend. 
 
2.5.2.3 Homogenisierung der präparierten Organe 
a.) Homogenisierung der präparierten Organe im Ubiquitinierungspuffer nach 
Polo et al., 2002 
Das entnommene Gehirn wurde in ca. 8 ml Ubiquitinierungspuffer nach Polo et al. 
(2002) (25 mm Tris, HCl pH 7,6, 5 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 1 µM DTT, 2 µM ATP) 
unter zu Hilfenahme eines Potters (Janke & Kunkel, Göttingen) bei Stärke 4,5 auf 
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einer dem Gerät eigenen Skala von 1-10 unter Eiskühlung homogenisiert. Danach 
wurde das Homogenat in ein 50 ml-Zentrifugenröhrchen überführt und weiterhin 
eisgekühlt, bis es in flüssigem Stickstoff dreimal hintereinander schockgefroren und 
wieder aufgetaut wurde. Anschließend wurde das Lysat bei 48.384 g bei 4 °C für  
10 min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und erneut unter gleichen 
Bedingungen zentrifugiert, um weitere Zellbestandteile aus dem Überstand zu 
entfernen. Das in ca. 3 ml Ubiquitinierungspuffer homogenisierte Rückenmark wurde 
nach derselben Methode behandelt. 
  Der Proteingehalt der beiden Lysate wurde mittels der Proteinbestimmung nach 
Bradford ermittelt. Das Gehirnlysat enthielt etwa 11,7 µg/µl Protein; das 
Rückenmarkslysat ca. 2,3  µl/µg. 
 
 
Abb. 2.8 In Ubiquitinierungspuffer homogenisiertes Gehirn (G) und Rückenmark (RM) nach 
Auftrennung auf einem linearen, reduzierenden SDS-PAGE-Gel  (12% Acrylamid) und 
Anfärbung mit Coomassie.  
 
b.) Homogenisierung der präparierten Organe im Saccharose-Puffer 
Das entnommene Gehirn wurde in 10 ml, das Rückenmark in 4 ml Saccharosepuffer 
mittels eines Potters unter Eiskühlung homogenisiert. Der Saccharosepuffer enthielt 
Gehirn RM
220 kDa
97 kDa
66 kDa
45 kDa
30 kDa
20,1 kDa
14,3 kDa
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0,32 mM Saccharose, 10 mM Tris HCl, pH 7.4 sowie die Antiproteasen Leupeptin, 
Pefabloc, Peptastatin und Antipain (alle von der Firma Biomol, Hamburg). Das 
Homogenat wurde für 10 min bei 4 °C mit 1.000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde 
erneut bei 15.000 g für weitere 15 min unter Kühlung zentrifugiert. Das nun erhaltene 
Pellet wurde verworfen, während dem Überstand 0,1% Triton X 100 und die 
Antiproteasen zugesetzt wurden. Das erhaltene Homogenat wurde ein letztes Mal bei 
15.000 g für 15 min zentrifugiert. Der so erhaltene Überstand wurde in den 
Versuchen eingesetzt. 
 
Abb. 2.9 Lineares SDS-PAGE (12% Acrylamid): Lysate von Gehirn und Rückenmark nach 
Homogenisierung im Saccharosepuffer 
 
2.6    Proteinchemische Methoden 
2.6.1 Proteinbestimmung nach Bradford 
An dem Lysat, das durch Lyse der entnommenen Organe gewonnen worden war, 
wurde eine quantitative Proteinbestimmung durchgeführt. Hierzu wurde die 
Biuretreaktion nach Bradford (BCA Protein Assay Reagent, Pierce, Rockford) 
Rückenmark 
2,5µl
Gehirn 
2,5 µl
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verwendet. Anhand photometrischer Messung einer BSA-Standardreihe von 1 µg bis 
zu 25 µg ließ sich eine Kurve erstellen, mit deren Hilfe eine Bestimmung des 
Proteingehalts von 1 µl, 1,5 µl und 2 µl des jeweiligen Lysats möglich war. 
 
2.6.2 Metabolische Markierung durch L-[35S]-Methionin 
Nach der Injektion wurden die Oozyten 1-2 h lang bei 19 °C in ORi aufbewahrt. 
Danach wurden sie mit Hilfe einer Glaspipette mit möglichst wenig ORi in spezielle 
Gefäße (Reagiergefäße, Sarstedt, Nürmbrecht) überführt, deren Innenwand zuvor 
mit Oozyten-Homogenat beschichtet worden war, um ein Anhaften der Zellen zu 
verhindern. Darin erfolgte die metabolische Markierung der neu synthetisierten 
Proteine durch Zugabe von L-[35S]-Methionin (GE Healthcare) auf die Oozyten (ca. 
0,1 MBq pro Oozyte). Diese als Puls bezeichnete metabolische Markierung des 
Gesamtproteins dauerte in der Regel 15 h (über Nacht). Die Aufarbeitung erfolgte 
entweder direkt nach dem Puls, um lediglich radioaktiv markiertes Protein zu 
gewinnen, oder nach einer zusätzlichen Chase-Phase. Für den Chase wurden die 
Oozyten, wenn nicht anders angegeben, 24 h in ORi-Gentamicin in beschichteten 
Cell+-Gewebekulturschalen (Sarstedt, Nümbrecht) nach-inkubiert. 
Proteine, die im Chase-Intervall synthetisiert werden, bauen kein L-[35S]-
Methionin mehr ein. So ist es möglich, die älteren Proteine, die während der Puls-
Phase gebildet wurden und das markierte Methionin eingebaut haben, zu 
detektieren, während die erst in der Chase-Phase synthetisierten Proteinen nicht 
markiert sind und daher nicht detektiert werden. Auf diese Weise lassen sich zum 
Beispiel posttranslationelle Modifikationen und weitere strukturelle Veränderungen 
der älteren Proteine erkennen. 
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2.6.3 Aufreinigung der Proteine mittels Ni2+-NTA-Chelatchromatografie 
Eine Gruppe umfasste in der Regel 8-12 Oozyten, die jeweils mit der gleichen cRNA 
injiziert und zusammen radioaktiv markiert worden waren. Nach dieser radioaktiven 
Markierung wurden die Oozyten in Ca2+-freiem ORi gewaschen, um freies [35S]- 
Methionin zu entfernen und bei der nachfolgenden Lyse die Aktivierung Ca2+-
abhängiger Proteasen zu verhindern. Alle nachfolgend beschriebenen Schritte 
wurden auf Eis durchgeführt.  
Pro Oozyte wurden den einzelnen Gruppen 20 µl eisgekühlter Phosphatpuffer pH 
8,0 (Sambrook et al., 1989) zugefügt, in dem als Detergenz lyophilisiertes, 
wasserlösliches Digitonin (Fluka, Österreich) in 1%iger Konzentration, Iodacetamid 
(50 mM, Merck, Darmstadt) und die Proteaseninhibitoren Pefabloc®-SC (0,1 mM, 
Biomol, Hamburg), Pepstatin (5 µM, Biomol, Hamburg), Leupeptin (50 µM, Biomol, 
Hamburg) und Antipain (10 µM, Biomol, Hamburg) gelöst waren. 
Zur Solubilisierung der Proteine wurden die Oozyten jeweils einer Gruppe in 
einem 1,5-ml-Reaktionsgefäss (Safe Lock, Eppendorf, Hamburg) durch zwölfmaliges 
Auf- und Abpipettieren mit einer 200-µl-Gilson-Pipette mit gelber Kunststoffspitze 
homogenisiert. Anschließend wurde das Homogenat 15 min lang auf Eis inkubiert; 
dabei wurde es 3-mal jeweils 45 Sekunden lang gevortext. Um den löslichen Anteil 
komplett von den unlöslichen Zellbestandteilen abzutrennen, wurde der 
Detergenzextrakt zentrifugiert (16000 g, 4 °C, 10 min) und der Überstand in ein 
neues Reaktionsgefäß überführt. Dieser Überstand wurde zur vollständigen 
Abtrennung mitüberführter unlöslicher Bestandteile ein zweites Mal unter den oben 
angegebenen Bedingungen zentrifugiert. 
100 µl des Überstandes wurden zur Inkubation mit Ni2+-NTA-Agarose (30 µl der 
aufgeschüttelten 1:1 (v/v) Suspension; Qiagen, Hilden) eingesetzt. Die Inkubation 
erfolgte in 0,1 M Phosphatpuffer in Anwesenheit von 10 mM Imidazol, 1% Digitonin 
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und der Proteaseninhibitoren. 30-45 min lang wurden die Ansätze bei 
Raumtemperatur im Kopf-über-Kopf-Schüttler stetig gewendet, um die Agarose in 
Suspension zu halten, so dass sich die Proteine über die freien Elektronenpaare der 
sechs Histidine, die am N- oder C-Terminus eingefügt worden waren, als 
Chelatkomplexe an die immobilisierten Ni2+-Ionen anlagern konnten. Zur Isolierung 
löslicher Proteine – wie His-Sumo und His-Ubiquitin – wurde der gleiche Puffer, 
jedoch ohne Detergenz, verwendet. 
Anschließend wurde die Ni2+-NTA-Agarose 6-mal mit je 1 ml eisgekühltem 
Waschpuffer (0,1 M Phosphatpuffer pH 8,0, 1 mM Iodacetamid, 0,1 mM Pefabloc®-
SC; 25 mM Imidazol, 0,2%ig Digitonin) gewaschen. Die Ni2+-NTA-Agarose wurde 
jeweils durch Zentrifugation (16.000 g, 20 °C, 1-2 min) sedimentiert, der Überstand 
wurde dann abgesaugt und verworfen, die Ni2+-NTA-Agarose wurde mit neuem 
Puffer versetzt und durch Schütteln wieder vollständig suspendiert. Dieser Vorgang 
wurde 6-mal wiederholt. 
Durch den Waschvorgang mit einer im Vergleich zur Inkubation mit der Ni2+-NTA-
Agarose erhöhten Imidazolkonzentration (Inkubation mit 10 mM, Waschen mit 25 
mM) wurden diejenigen Komponenten des Oozytenextraktes entfernt, welche 
weniger stark an die Ni2+-Ionen assoziiert waren als die Proteine mit 
Hexahistidylsequenz. Das Ziel war es, möglichst wenig Hintergrund durch schwächer 
assoziierte unspezifische Proteine zu erha lten und gleichzeitig möglichst wenig 
Zielprotein zu verlieren. 
Bei einer anschließenden nativen Elution wurde eine 200 mM 
Imidazolkonzentration pH 7,5 eingesetzt, um die Proteine aus der Bindung mit den 
Ni2+-Ionen zu verdrängen. Die Ni2+-NTA-Agarose wurde nach weitgehender 
Entfernung des Waschpuffers mit 50 µl Elutionspuffer versetzt, 15 min bei 
Raumtemperatur in einem Horizontalschüttler (Thermomixer compact, Eppendorf, 
43 
Köln) in Suspension gehalten, durch Zentrifugation (16.000 g, 20 °C, 2 min) 
sedimentiert. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Um eine 
vollständige Elution zu erreichen, wurde der Vorgang mit weiteren 50 µl 
Elutionspuffer wiederholt. Die vereinigten Überstände wurden auf Eis aufbewahrt. 
Der Elutionspuffer (Standard: 200 mM Imidazol, 50 mM HCl, pH 7,5) wurde bei 
Membranproteinen vor Gebrauch mit lyophylisiertem Digitonin (Endkonzentration 
1%) komplettiert. 
Um zu Verifizieren, dass die gewünschten Proteine in ausreichender 
Konzentration und Reinheit vorlagen, erfolgte eine Auftrennung auf einem SDS-
Gradientengel nach Versetzung eines Aliquots mit SDS-Puffer und anschließender 
Darstellung des getrocknten Geles mittels Phosphorimaging. Die so gewonnen 
radioaktiv markierten Proteine standen für weitere Versuche zur Verfügung. 
Für eine möglichst vollständige Elution der Proteine von den Nickelbeads wurden 
die Proben zusätzlich zweimal nacheinander mit jeweils 50 µl SDS-Probenpuffer 
10 min bei 56 °C inkubiert (5x SDS-Probenpuffer: 310 mM Tris/HCl pH 6,8, 10% 
SDS, 50% Glycerol, 0,5% Bromphenolblau). 
Sollte die Darstellung auf Tricin-PAGE-Gelen und nicht auf einem SDS-PAGE-
Gel erfolgen, wurde die Elution in Tricin-Probenpuffer (2xTricin-Probenpuffer: 250 
mM Tris/HCl pH 6,8, 20% SDS, 60% Glycerol, 0,05% Serva Blue G) durchgeführt. 
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Tabelle 2.5 Durch Nickel-Chelatchromatographie nativ gewonnene rekombinante Proteine 
Isoliertes, radioaktiv markiertes Protein 
His-Ubiquitin 
His-Sumo 
GlyR a1-His 
 
 
 
 
Abb. 2.10 Darstellung radioaktiv markierter Proteine nach affinitätschromatografischer 
Aufreinigung auf einem 4-16% SDS-Gradientengel. 
 
2.6.4 Aufreinigung der Proteine mittels GST-Pulldown 
GST-Fusionsproteine, die nach Isolierung aus E. coli in Oozyten injiziert werden 
sollten, konnten ähnlich den hexahistidylmarkierten Proteinen aus den Oozyten 
aufgereinigt werden. Im Unterschied zum oben erklärten Verfahren wurden die 
Detergenzextrakte der Oozyten statt mit Ni2+-NTA-Agarose mit Glutathion-Sepharose 
(GE Healthcare, Freiburg) 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, wobei auf das 
97 kDa
66 kDa
45 kDa
30 kDa
20,1 kDa
14,3 kDa
GlyR-
a1-His
His-
Sumo
His-
Ubiquitin
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Imidazol verzichtet wurde. Beim Waschpuffer wurde ebenfalls auf die Zugabe von 
Imidazol verzichtet. Die Proteine wurden durch reduzierenden SDS-Probenpuffer 
eluiert. 
Der GST-Pulldown wurde neben der Aufreinigung von Oozytenextrakten auch zur 
Aufreinigung potentieller Interaktionspartner aus in-vitro Assays benutzt. Hierzu 
waren die Bedingungen gegenüber der Aufreinigung aus Oozytenlysaten leicht 
abgewandelt. So erfolgte die Inkubationsphase für 1h bei 4 °C im Über-Kopf-
Schüttler. Die Waschvorgänge wurden mit PBS und 0,1% Triton-X 100 durchgeführt. 
Auch hier diente eine SDS-Elution der Proteingewinnung. 
 
2.7  Auftrennung der Proteine mittels Polyacrylamid-
Gelelektrophorese 
2.7.1 Probenvorbereitung für die denaturierende Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) 
Für die SDS-Elution wurde dem 5-fach konzentrierten SDS-Probenpuffer 100 mM 
Dithiothreitol (DTT, Merck, Darmstadt; Endkonzentration 20 mM) zugefügt, um 
Disulfidbrücken zu reduzieren. Die Anlagerung von SDS (Natrium-Dodecyl-Sulfat) an 
die Proteine führt zu ihrer Dissoziation in ihre Untereinheiten. Durch den Zusatz des 
anionischen Detergenz wird weiterhin die Eigenladung der Proteine so effektiv 
überdeckt, das anionische Mizellen mit konstanter Nettoladung pro Masseneinheit 
entstehen (1,4 g SDS pro g Protein). Auf diese Weise kann die molekulare Masse 
von Proteinen ermittelt werden, da sich bei der Trennung im restriktiven 
Polyacrylamidgel eine lineare Beziehung zwischen dem Logarithmus des 
Molekulargewichtes und der relativen Wanderungsstrecke einer SDS-
Polypeptidmizelle ergibt. Mithilfe von Markerproteinen (z.B. bovines Serumalbumin in 
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unterschiedlichen Mengen) lässt sich über eine Eichkurve das Molekulargewicht der 
Proteine ermitteln. 
Die Taschen der SDS-Polyacrylamid-Gele wurden mit jeweils 10 µl der Proben 
beschickt. Als Massenstandard diente der 14C-markierte RainbowTM-Marker (14,3 – 
220 kDa, GE Healthcare, Freiburg), der vor dem Auftragen mit 1x SDS-Probenpuffer 
mit 20 mM DTT versetzt und 1 min lang gekocht wurde.  
 
2.7.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die SDS-PAGE wurde nach dem System von Lämmli (1970) durchgeführt. Die 
Zusammensetzung des Trenn- und des Sammelgels ist in der Tabelle 2.6 aufgeführt. 
Charakteristisch für das Lämmli-System ist der Einsatz von Glyzin als Folgeion im 
Elektrophoresepuffer, bestehend aus 25 mM Tris, 192 mM Glyzin und 0,1% SDS 
(1 mg/ml).  
Tabelle 2.6 Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel bei der SDS-PAGE 
Die Prozentangaben der Festsubstanzen in den nachfolgenden Tabellen beziehen sich auf die Einheit 
Masse pro Volumen. 
Sammelgel Trenngel 
Chemikalien 
Endkonzentration Endkonzentration 
Sammelgelpuffer 125 mM Tris pH 6,8; 0,1% SDS 375 mM Tris pH 8,8; 0,1% SDS 
40% Acrylamid (29:1) 4% 4%, 12%, 16% 
APS 0,05% 0,01% 
Tetramethylendiamin 1,2 µl/ml 0,5 µl/ml 
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2.7.3 Tricin-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Tricin-PAGE) 
Die Tricin-PAGE wurden nach Schägger und von Jagow (1987) durchgeführt. Die 
einzelnen Schichten setzten sich wie aus Tabelle 2.7 ersichtlich zusammen. Der 
Kathodenpuffer, bestehend aus 100 mM Tris, 100 mM Tricin, 0,1% SDS (1 mg/ml), 
pH 8,25 enthält im Gegensatz zur SDS-PAGE Tricin anstatt Glyzin als Folgeion. Im 
Anodenpuffer (200 mM Tris/HCl pH 8,9) ist kein Tricin notwendig. Die Laufpuffer 
wurden als 10-fach Konzentrate hergestellt. Kurz vor Gebrauch wurden sie mit 
destilliertem Wasser entsprechend verdünnt. 
Tabelle 2.7 Zusammensetzung der Gelschichten bei der Tricin-PAGE (Endkonzentrationen) 
Chemikalien 
 
Sammelgel 4% Trenngel 10% Stop-Gel 16,5% 
Gelpuffer (pH 8,45) 750 mM Tris, 0,075% SDS 1M Tris, 0,1% SDS 1M Tris, 0,1% SDS 
40% Acrylamid (29:1) 4% 10% 16,5% 
APS 8 µl/ml 5,1 µl/ml 5,1 µl/ml 
Tetramethylendiamin 0,8 µl/ml 0,51 µl/ml 0,51 µl/ml 
 
Die Proteinproben für die Tricin-PAGE wurden analog den Proben für die SDS-
PAGE-Gele vorbereitet und mit Tricin 5-fach konzentriertem Probenpuffer (20% SDS, 
60% Glyzerin, 250 mM Tris-HCl pH 6,8, 0,05% Serva Blue G (Serva Electrophoresis 
GmbH, Heidelberg), 0,1 M DTT) versetzt. 
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2.7.4 Durchführung der 1D-SDS-PAGE 
Die PAGE erfolgte in einer vertikalen Gelapparatur der Firma Phase (Lübeck) mit 
einer Gelgröße von 8 x 16 cm und eine Dicke von 1 mm (SDS-PAGE/ Tricin-PAGE). 
Die einzelnen Gelschichten wurden nacheinander gegossen, wobei jeweils eine 
Zeitspanne von 1,5-3 h zur vollständigen Polymerisation jeder Schicht eingehalten 
wurde. Zur Verbesserung des Polymerisationsvorgangs wurden die Lösungen (siehe 
Tabellen) vorher 10-15 min unter Vakuum entgast, um den Sauerstoffgehalt der 
Lösung zu reduzieren. Darüber hinaus wurden die Gelschichten unmittelbar nach 
dem Giessen mit Wasser überschichtet, um ein Abfangen der für die Polymerisation 
notwendigen Radikale durch den Luftsauerstoff und ein Antrocknen der Oberfläche 
zu verhindern. Die Ausbildung von Probentaschen geschah durch das Einstecken 
eines Kammes in das Sammelgel vor seiner Aushärtung. Die Proteinproben wurden 
mit einer abgeflachten Pipettenspitze (Multi®-Flex-Kristall-Tips, Art. 8142, Roth, 
Karlsruhe) vorsichtig in die Taschen eingebracht.  
Der Einlauf der Proben in das SDS-PAGE-Gel wurde bei 100 V vorgenommen. 
Nach Erreichen des Trenngels wurde die Spannung auf 120-150 V gesteigert. Da 
sich die Tricin-SDS-PAGE-Gele auf Grund ihres erhöhten elektrischen Widerstandes 
schneller erwärmten, wurde die Spannung hier mit 70 V beim Einlauf und 100 V beim 
Durchlauf niedriger gewählt. Der gesamte Lauf dauerte in der Regel 2,0 bis 2,5 h. 
Nach dem Lauf wurden die SDS-PAGE- und Tricin-SDS-PAGE-Gele für 10-20 min in 
Coomassie-Lösung (0,3 g Comassie Brillant blue R 250 (Serva, Heidelberg) in 1,5 ml 
Methanol gelöst, 15,5% Trichloresigsäure) gefärbt und schließlich für ca. 1-3 h 
entfärbt (Entfärbelösung: 15% Methanol, 7,6% Eisessig). Anschließend wurden die 
Gele auf Whatman-Papier aufgezogen, 2-5 h bei 70°C unter Vakuum (Geldryer 
Model 583, Biorad, München) getrocknet, wobei größere Mengen Protein bereits 
sichtbar wurden. 
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Zur Sichtbarmachung und Quantifizierung [14C]-Methionin-markierter Proteine 
wurde ein Phosphorimager (445 SI, Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA) und das 
Computerprogramms ImageQuant® (Molecular® Dynamics GmbH, Krefeld) 
verwendet.  
 
Tabelle 2.8 Für die Versuche zur Verfügung stehende Interaktionspartner 
Ausgangsprotein Verwendetes Protein Vorliegend als: 
Ubiquitin cRNA 
His-Ubiquitin Protein (radioaktiv markiert) 
Ubiquitin 
GST-Ubiquitin Protein 
Sumo cRNA 
His-Sumo Protein (radioaktiv markiert), 
cRNA 
Sumo 
GST-Sumo Protein 
GlyR His-a1  Protein (radioaktiv markiert), 
cRNA 
GlyR His-a1NoK cRNA 
GlyR a1-His 
GlyR I387A,D388A-a1 cRNA 
GlyR GST-Endo-a1302-392 cRNA 
GlyR GST-Endo- a1302-392 Protein 
GlyR a1309-392 
GlyR GST-Endo- a1302-392,NoK Protein 
Ubc09 cRNA 
His-Ubc09 cRNA 
Ubc09 Ligase  
GST-Ubc09 Protein 
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Tabelle 2.9 Für die Versuche zur Verfügung stehende Systeme 
Ausgangsgewebe  Verarbeitungsart 
Im Salzhaltigen Ubiquitinierungs-Puffer Gehirnlysat (Ratte) 
Im Saccharose- Puffer 
Im Salzhaltigen Ubiquitinierungs- Puffer Rückenmark (Ratte) 
Im Saccharose- Puffer 
Oozyten  
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3 Ergebnisse 
3.1 Ubiquitinierung der GlyR a1-Untereineinheit 
3.1.1 Untersuchung der Interaktionen zwischen Ubiquitin und der GlyR a1-
Untereinheit im lebendem System 
3.1.1.1 Darstellung der GlyR a1-Untereinheit als Interaktionspartner des 
Ubiquitins 
Um darzustellen, dass der a1-GlyR in Interaktion mit dem Ubiquitin tritt, wurde das 
aufgereinigte und entsalzte GST-Ubiquitin in Oozyten injiziert. Nach 1h wurde in 
jeweils eine Gruppe cRNA für GlyR a1-His und die GlyR a1No-K-His-Mutante 
nachinjiziert. Bei der Aufarbeitung wurden die Detergenzextrakte der einzelnen 
Gruppen aufgeteilt und die Proteine zum einen mittels GST-Pulldown, zum anderen 
per Ni2+-NTA-Affinitätschromatografie isoliert, wie Abb. 3.1 zu entnehmen ist. In 
diesem Versuch ließ sich sowohl mit Ni2+-NTA-Agarose als auch mit GSH-Sepharose 
aus der Oozyten-Gruppe, in die neben GST-Ubiquitin auch GlyR a1-His-cRNA 
injiziert wurde, ein Addukt isolieren, das im SDS-PAGE-Gel mit einer Masse von 
circa 74 kDa lief (Abb. 3.1, *). Da das GST-Ubiquitin etwa 30 kDA und der a1-GlyR 
45 kDa groß ist, kann hier auf Grund des Versuchsaufbaus davon ausgegangen 
werden, dass ein Addukt zwischen dem Ubiquitin und der GlyR a1-Untereinheit 
gebildet wurde. 
Als Negativprobe wurde die GlyR a1No K-Untereinheit exprimiert. Wie erwartet, 
wurde in diesen Oozyten kein Addukt gebildet, da die zytoplasmatisch lokalisierten 
Lysine, mit denen das Ubiquitin in Reaktion treten könnte, bei dieser Mutante gegen 
Arginin ausgetauscht worden waren. Eine kovalente Ubiquitinierung konnte 
demzufolge nicht stattfinden. Auffällig ist allerdings, dass sowohl in der Gruppe mit 
der wt GlyR a1-His-Untereinheit als auch in der mit der GlyR-a1No-K-His-Mutante  
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Abb. 3.1 Nachweis der Ubiquitinierung der GlyR a1-Untereinheit im Oozytenversuch 
In zwei unterschiedliche Oozytengruppen wurde GST-Ubiquitin und nach 1h Inkubation jeweils 
GlyR a1-His-cRNA oder GlyR a1No K-His-cRNA injiziert. In eine weitere Gruppe wurde nur GST-
Ubiquitin injiziert. Nach einer 15-h-Puls- und einer 24-h-Chase -Phase wurden aus den einzelnen 
Gruppen einerseits die Proteine mit His-Tag über Ni2+-NTA-Agarose und andererseits die GSH-
Proteine mittels GSH-Sepharose isoliert (1% Digitonin). Die Auftrennung der isolierten Proteine 
erfolgte über ein 4-16% SDS-PAGE Gradientengel. In der Oozyten-Gruppe, in die neben dem 
GST-Ubiquitin auch GlyR a1-His-cRNA injiziert worden war, ließ sich sowohl mittels GSH-
Sepharose als auch mittels Ni2+-NTA-Agarose ein Addukt mit einem Molekulargewicht von 
circa 74 kDa (**) - entsprechend einem Addukt aus GST-Ubiquitin und der GlyR a1-Untereinheit 
- isolieren. Zusätzlich fielen Banden mit einem höheren Molekulargewicht auf (*), bei denen es 
sich um polyubiquitinierte a1-Untereinheiten handeln könnte. Des Weiteren ließ sich auch 
mittels GSH-Sepharose-Aufreinigung der intakte GlyR a1-His (***) als Hinweis auf eine nicht-
kovalente Interaktion isolieren. In den anderen Gruppen, insbesondere in der der GlyR a1No K-
His exprimiert wurde, ließen sich solche Addukte nicht nachweisen. Auch scheint die nicht-
kovalente Interaktion zwischen dem GlyR a1No K-His und dem GST-Ubiquitin eher gering zu 
sein. 
 
durch GSH-Sepharose ein gewisser Prozentsatz der exprimierten GlyR-
Untereinheiten (Abb. 3.1, ***) aufgereinigt wurden. Dabei handelt es sich jeweils um 
Untereinheiten, die nicht kovalent an Ubiquitin gebunden sind, d.h. die nicht in 
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Adduktform vorliegen. Darüber hinaus fielen weitere Banden in der Gruppe mit dem 
Wildtyp-a1-GlyR auf (Abb. 3.1, *), die auf Polyubiquitinierung beruhen könnten, was 
im Weiteren untersucht wurde. 
 
 
3.1.1.2 Spezifizierung der Ubiquitinierung der GlyR a1-Untereinheit unter 
Verwendung unterschiedlicher GlyR-Mutanten und -Domänen, sowie unter 
Betrachtung einer möglichen nicht-kovalenten Bindung 
Unter Kenntnis des vorangegangenen Versuches wurde nun die Spezifizierung der 
Interaktionen durch ein weiteres Experiment vorgenommen. Hierzu diente ein 
Versuchsaufbau, bei dem neben den zuvor verwendeten Konstrukten in eine weitere 
Gruppe Oozyten die GlyR-Endodomäne (TM3-TM4 Schleife) und eine spezielle 
Mutante namens GlyR I387A,D388A-a1, exprimiert wurden. Die GlyR I387A,D388A-a1-
Mutante gelangt nicht an die Zellmembran, sondern wird bereits im 
Endoplasmatischen Retikulum dem Abbau zugeführt. Sie zeigt nicht den für die GlyR 
a1-Untereinheit typischen proteolytischen Abbau zu mehreren Spaltprodukten. Ziel 
des Versuches war es zu überprüfen, ob die Ubiquitinierung der GlyR a1-
Untereinheit abhängig von der Exprimierung an der Zellmembran ist. Der 
Versuchsablauf entsprach dem vorangegangenen Versuch.  
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Abb. 3.2 Ausschluss der GlyR Endodomäne Endo-a1302-392 als Reaktionspartner des GST-
Ubiquitins und Untersuchung des Effektes des GlyR I387A,D388A-a1 auf den 
Ubiquitinierungsprozess.  
Analog zum vorhergegangenen Versuch wurden zwei weitere Gruppen gebildet, in denen 
einerseits der GlyR Endo-a1302-392-His, andererseits der GlyR a1-His exprimiert wurde. Die 
Aufreinigung erfolgte ebenfalls nach einer 15 h Puls- und einer 24 h Chase -Phase mit 1%igen 
Digitonin Detergenz sowohl mittels GSH-Sepharose als auch Ni2+-NTA-Agarose; die 
Auftrennung erfolgte über ein 4-16% SDS-PAGE-Gradientengel. 
Die Adduktbildung zwischen dem GST-Ubiquitin und dem GlyR a1-His ließ sich reproduzieren 
(**), wobei es erneut gelang eine mögliche vielfache Ubiquitinierung darzustellen (*). Die GlyR 
Endodomäne allein scheint nicht ubiquitiniert zu werden. Es zeigte sich keinerlei 
Adduktbildung. Die GlyR I387A,D388A-a1-Mutante scheint hingegen der Mono- und 
Polyubiquitinierung zugeführt zu werden (##). 
 
Die Adduktbildung zwischen GST-Ubiquitin und der GlyR a1-His-Untereinheit ließ 
sich auch in diesem Versuch (Abb. 3.2, Spur 3 und 4; **) reproduzieren, wobei auch 
hier die zusätzlichen Banden (Abb. 3.2 , Spur 3 und 4; *) auffielen, die nach 
logarithmischer Auswertung auf einer Höhe von 107 kDa und 138 kDa liefen. Hier 
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könnte den Massen zufolge eine vielfache Ubiquitinierung der GlyR a1-Untereinheit 
vorliegen. 
Auch die nicht kovalente Interaktion der GlyR a1-His-Untereinheit ließ sich erneut 
zeigen (Abb. 3.2, Spur 4; ***). In diesem Versuch wurde deutlich, dass auch die GlyR 
a1NoK-His Mutante eine nicht-kovalente Bindung mit Ubiquitin eingeht (Abb. 3.2, Spur 
6; ***), die jedoch viel schwächer ist als die der Wildtyp GlyR a1-Untereinheit. 
Die a1-GlyR Endodomäne Endo-a1309-392-His zeigt sich in Spur 7 als 14 kDa-
Protein (Abb. 3.3, Spur 7; #). Sie ist für die Ubiquitinierung der entscheidende Part, 
jedoch wurde hier keine Adduktbildung sichtbar (Abb. 3.3, Spur 7 und 8). Die 
Endodomäne ließ sich somit nicht solitär als Interaktionspartner des Ubiquitins 
zeigen, was nahe legt, dass die Enzyme, die die Ubiquitinierung katalysieren, die 
intakte GlyR a1-Untereinheit erkennen, aber keine Ubiquitinierung der löslichen 
Endodomäne unterstützen. 
Die in der letzten Gruppe verwendete GlyR I387A,D388A-a1-Mutante (Spuren 9 
und 10) weist mehrere Besonderheiten auf. Sie zeigt nicht die für den wt GlyR a1-His 
typische proteolytische Spaltung in zwei Fragmente auf, das diesem nach seiner 
Internalisierung an der Zellmembran widerfährt. So wird diese Mutante nicht an der 
Zelloberfläche exprimiert, sondern im Endoplasmatischen Retikulum zurückgehalten. 
Dennoch ließ sich in diesem Experiment eine Ubiquitinierung der GlyR-Mutante 
nachweisen (Abb. 3.2, Spur 9 und 10; ##). Da bisher bei der gezeigten 
Monoubiquitinierung von einer Ubiquitinierung der Rezeptoren an der Zelloberfläche 
ausgegangen worden war, die Mutante aber nicht an der Plasmamembran erscheint, 
muss hier ein anderer Mechanismus zu Grunde liegen. 
Um das Phänomen dieser Adduktbildung genauer zu erklären, wurde der 
Versuch sowohl mit der Wildtyp GlyR a1-His-Untereinheit als auch mit der GlyR 
I387A,D388A-a1-Mutante wiederholt. 
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Abb. 3.3                                                                      Abb. 3.4 
Nachweis einer verstärkten Polyubiquitinierung der GlyR I387A,D388A-a1-His-Mutante gegenüber 
dem wt a1-GlyR.  
Zunächst wurde in zwei Oozyten-Gruppen GST-Ubiquitin vorinjiziert. Nach einer 1h Inkubation 
wurde in jeweils eine Gruppe cRNA der wt GlyR a1-His-Untereinheit und in die andere die cRNA 
der GlyR I387A,D388A-a1-His-Mutante nachinjiziert. Die Aufreinigung erfolgte mit 1% Digitonin als 
Detergenz nach einer 15 h Puls- und einer 24 h Chase -Phase sowohl mittels GSH-Sepharose, 
als auch über Ni2+-NTA-Agarose. Analog den vorangegangenen Versuchen erfolgte eine 
Darstellung der Addukte des GlyR a1-His (Spur 1 und 2) und des GlyR I387A,D388A-a1-His (Spur 
3 und 4) mit dem GST-Ubiquitin nebeneinander auf einem 4-16% SDS -Gradientengel. Erneut 
liessen sich Addukte von 74 kDa (Markierung 2), aber auch größere Addukte von 107 kDa 
zeigen (Markierung 1). Auf Grund der Ma ssen wird nahe gelegt, dass es sich in beiden Fällen 
um Ubiquitinierungsaddukte handelt. Es erfolgte eine Quantifizierung der Addukte im 
Verhältnis zur Gesamtexpression. Es zeigte sich, dass der prozentuale Anteil der Addukte pro 
exprimierter Rezeptoruntereinheit bei der GlyR I387A,D388A-a1-His-Mutante (Spur 3, 
Markierungen 1 und 2) größer ausfällt als bei der GlyR a1-His-Untereinheit (Spur 1, 
Markierungen 1 und 2). Speziell bezüglich der Polyubiquitinierungsaddukte (Markierung 1) 
zeigte sich ein Unterschied zwischen dem wt a1-GlyR und dem GlyR I387A,D388A-a1. 
 
In Abb. 3.3 fällt auf, dass es sich um dieselben Ubiquitinierungsaddukte zu handeln 
scheint (Abb. 3.3, *), wobei der prozentuale Anteil der jeweiligen Addukte zueinander 
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differiert. Daher wurde eine genauere Quantifizierung vorgenommen, die in der 
Grafik Abb. 3.4 visualisiert ist. Durch diese Quantifizierung wird sichtbar, dass die 
Mutante gegenüber der Wildtyp GlyR a1-His-Untereinheit eine etwas höhere 
Tendenz zur Polyubiquitinierung (Abb. 3.3 ; Markierung 1) besitzt. Dies mag als Indiz 
für einen anderen funktionellen Hintergrund dieser Reaktion gedeutet werden: So 
könnte in diesem Zusammenhang die Polyubiquitinierung im Gegensatz zur 
Monoubiquitinierung der Adressierung zum Abbau im Proteasom dienen. 
 
3.1.2 Versuche zur Ubiquitinierung in-vitro 
3.1.2.1 Versuch zur Ubiquitinierung der Endodomäne der GlyR a1-His-
Untereinheit als GST-Fusionsprotein 
Parallel zu den Versuchen in lebenden Zellen wurden Experimente durchgeführt, um 
eine Ubiquitinierung in-vitro zu zeigen. Hierzu wurde zunächst der 
Ubiquitinierungspuffer nach Polo et al. 2002 als Grundlage für die Herstellung von 
Gewebelysaten verwendet, die endogen GlyR exprimieren. Den Gewebelysaten 
wurde radioaktiv markiertes His-Ubiquitin und GST-Endo-a1302-392 sowie ATP und 
DTT hinzugefügt. Das so hergestellte Reaktionsgemisch wurde für 1h bei 37 °C 
inkubiert, und anschließend wurde das Fusionsprotein GlyR GST-Endo-a1302-392 
mittels GSH-Sepharose-Affinitätschromatografie aus dem Reaktionsgemisch isoliert. 
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Abb. 3.5   Versuch des Nachweises einer Ubiquitinierung der GlyR Endodomäne als GST-
Fusionsprotein in-vitro 
Der Ubiquitinierungspuffer nach Polo et al. stellte die Grundlage für das Gehirn- und 
Rückenmarkslysat dar. Entsprechend der oben näher bezeichneten Gruppeneinteilungen 
wurde zu dem jeweiligen im Puffer befindlichen Gewebe radioaktiv markiertes His-Ubiquitin 
und die a1-GlyR GST-Endodomäne gegeben. Der so hergestellte Assay wurde für 1h bei 37°C 
inkubiert und folgend mittels GSH-Sepharose aufgereinigt. Es erfolgte eine Auftrennung der 
isolierten Proteine auf einem Tricin-PAGE-Gel (12%/16,5% Acrylamid). An der 
Comassiefärbung läßt sich die gleichmäßige Isolierung der GST-Endodomäne erkennen (à). 
Die Detektion der radioaktiv markierten Proteine mittels Phosphorimager (siehe Abb. 3.6) 
ermöglichte den Nachweis wesentlich niedrigerer Proteinkonzentrationen. 
 
Erwartet wurde eine Verschiebung der 40 kDa-Bande der GlyR Endodomäne GST-
Endo- a1302-392 entsprechend der His-Ubiquitin-Masse um ca. 8 kDa als Indiz für die 
Monoubiquitinierung, oder ein Vielfaches dessen, gleichbedeutend mit einer 
Polyubiquitinierung. Auf Grund des radioaktiv markierten His-Ubiquitins sollte sich 
diese Verschiebung mit dem Phosphorimager nachvollziehen lassen; der Einsatz des 
radioaktiv markierten Ubiquitins diente der Erhöhung der Sensitivität und der 
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Spezifität des Nachweises. Dies zeigte sich in Vorversuchen als notwendig, da die 
Menge des potentiell ubiquitinierten Proteins nicht ausreichte, um es allein durch 
Comassie-Färbung (Abb. 3.5) sichtbar zu machen. Hier ließ sich lediglich die re-
isolierte Endodomäne darstellen (Abb. 3.5 à). 
 
Abb. 3.6 Versuch des Nachweises einer Ubiquitinierung der Endodomäne der GlyR a1-
Untereinheit mit erhöhter Nachweisempfindlichkeit 
Die Versuchsbedingungen wurden unter Abb. 3.5 beschrieben. Auch unter Erhöhung der 
Sensitivität durch Detektion radioaktiv markierter Polypeptide durch den Phosphorimager 
ließen sich keine Ubiquitinierungsaddukte nachweisen. Im Rahmen der Aufreinigung durch 
GSH-Sepharose wurde auch His-Ubiquitin isoliert (à). Eine nicht-kovalente Bindung des 
Ubiquitins an die a1-GlyR Endodomäne ist fraglich; so wird auch das radioaktive His-Ubiquitin 
(à) in Gruppen ohne Lysat (Spur 3 und 7), wie auch in Gruppen, in die nur das His-Ubiquitin 
(Spur 1) gegeben wurde, isoliert. Wahrscheinlicher ist demnach eine unspezifische Bindung 
von His-Ubiquitin an die GSH-Sepharose.  
 
Auch unter Erhöhung der Sensitivität war keine Ubiquitinierung sichtbar, wie die Abb. 
3.6 des Phosphorimage zeigt. Allerdings wurde trotz Aufreinigung mittels GSH-
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Sepharose His-Ubiquitin isoliert (Abb. 3.6 à). So konnte eine nicht-kovalente 
Bindung des Ubiquitins an die Endodomäne nicht ausgeschlossen werden. In einer 
Gruppe (Abb. 3.6, Spur 1) wurde auf den Zusatz des Lysats verzichtet. Dennoch 
wurde das His-Ubiquitin mittels GSH-Sepharose-Aufreinigung isoliert, was für eine 
unspezifische Bindung von His-Ubiquitin an die Sepharose spricht. 
 
3.1.2.2 Überprüfung des in-vitro-Systems durch Suche nach Polyubiquitinier-
ung beliebiger Proteine des Lysats 
 
 
Abb 3.7  Suche nach einer Mono- oder Polyubiquitinierung beliebiger Proteine des Lysates 
Zum Nachweis der Funktionalität des in-vitro-Systems wurde dem wie zuvor beschrieben 
angesetzten Assay eine Probe vor der Aufreinigung entnommen und auf einem 4-16% SDS-
PAGE-Gradientengel aufgetrennt. Im Falle eines Funktionierens des Assays war davon 
auszugehen, dass einige im Assay vorhandene Proteine ubiquitiniert werden. Dies sollte sich 
als Schlieren von Proteinen unterschiedlicher Masse zeigen. Da solche Schlieren nicht 
detektiert wurden, muß davon ausgegangen werden, dass die für einen solchen Prozess 
notwendige Enzyme im Lysat nicht vorhanden oder nicht funktionell waren. 
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Um den Assay als solchen zu überprüfen, wurde bereits vor der Aufreinigung mittels 
GSH-Sepharose eine Probe entnommen, die mit auf das Gel aufgetragen wurde. Im 
Falle einer Ubiquitinierung im Lysat vorhandener Proteine mit dem radioaktiv 
markierten His-Ubiquitin, wäre von einem funktionstüchtigen in-vitro-Assay 
auszugehen, wodurch die GST-Endodomäne des a1-GlyR als Substrat der 
Ubiquitinierung auszuschließen wäre. Als Nachweis einer Ubiquitinierung wären 
radioaktiv markierte Proteine jedweder Größe in den vor Aufreinigung entnommenen 
Proben zu deuten gewesen. Da ein solcher nicht detektiert worden ist - wie in Abb. 
3.7 dargestellt - muss das verwendete System überdacht werden, da von einem 
Fehlen einer oder mehrerer für die Ubiquitinierung essentiellen Komponenten 
auszugehen ist. 
 
3.1.2.3 Versuch des Nachweises einer Ubiquitinierung der Wildtyp GlyR a1-His-
Untereinheit mit alternativ hergestelltem Lysat 
Ursprünglich war davon ausgegangen worden, dass in dem Lysat die für die 
Ubiquitinierung wichtigen Enzyme vorhanden sind. Allerdings waren auf Grund der 
zuvor beschriebenen Ergebnisse Zweifel am Funktionieren des Assays 
aufgekommen. Es wurde folglich ein Wechsel der Lysatgewinnung unter 
Verwendung eines Saccharosepuffers vollzogen, um auf diese Weise die 
entsprechenden Enzyme schonender zu gewinnen. Auf eine weitere Verwendung 
der a1-GlyR Endodomäne wurde verzichtet, da diese in Oozytenversuchen als 
Substrat der Ubiquitinierung ausgeschlossen werden konnte (siehe Versuch 3.1.1.2 
a).  
Neben dem Wechsel der Lysataufbereitung wurden auch die Komponenten des 
Systems geändert. So wurde der aus Oozyten gewonnene radioaktiv markierte GlyR 
a1-His zusammen mit GST-Ubiquitin dem Assay zugefügt. Eine Monoubiquitinierung 
62 
würde sich nun in einer Verschiebung der Bande der wt GlyR a1-Untereinheit um 30 
kDa entsprechend der GST-Ubiquitin-Masse äußern. Doch auch in diesem Assay 
(Abb. 3.8) ließ sich keinerlei Ubiquitinierung nachweisen, was als Hinweis darauf 
gedeutet wurde, dass die Ubiquitinierung an membranständige Prozesse gekoppelt 
ist. 
 
 
Abb. 3.8 Versuch des Nachweises einer Ubiquitinierung der Wildtyp GlyR a1-His-Untereinheit 
im Saccharosepuffer.  
In diesem Versuch wurden Gewebelysate unter Verwendung von Saccharosepuffer hergestellt 
und eingesetzt. Die verschiedenen Gruppen enthielen die aufgezeigten Komponenten. Nach 1 h 
Inkubation bei 37 °C wurden die GSH-Proteine über GSH-Sepharose isoliert und auf ein 4-16% 
SDS-PAGE-Gel aufgetragen. Nach Comassiefärbung stellte sich auf dem SDS-PAGE-Gel das 
GST-Ubiquitin dar. Mittels des Phosphorimagers konnte mit hoher Sensitivität gezeigt werden, 
dass es zu keiner kovalenten oder nicht-kovalenten Bindung zwischen dem GST-Ubiquitin und 
dem a1-GlyR gekommen war. In einem solchen Falle hätte man eine Verschiebung der GST-
Ubiquitin-Bande oder eine verstärkte Isolierung des radioaktiv markierten GlyR a1-His erwartet. 
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3.2 Versuch des Nachweis einer Interaktion zwischen Sumo und der 
GlyR a1-Untereinheit 
3.2.1 Versuch der Darstellung einer kovalenten Modifikation der GlyR a1-
Untereinheit durch Sumo in-vitro 
3.2.1.1 Versuch, eine Sumoylierung der Endodomäne der GlyR a1-Untereinheit 
Endo-a1309-392 nachzuweisen 
 
Abb. 3.9 Versuch des Nachweises einer Reaktion zwischen His-Sumo und der GST-GlyR-a1-
Endodomäne in-vitro.  
Die hierfür verwendeten Lysate von Gehirn und Rückenmark wurden im Saccharosepuffer 
hergestellt. Wenn angegeben wurde die a1-GlyR GST-Endodomäne sowie radioaktiv markiertes 
His-Sumo zugefügt. Es folgte eine 1 h Inkubation bei 37 °C. Nach Aufreinigung über GSH-
Sepharose erfolgte eine Auftrennung über ein 3-stufiges Tricin-SDS-PAGE-Gel (4%/12%/16,5% 
Acrylamid). Eine kovalente Sumoylierung würde sich in einer Verschiebung der Bande der a1-
GlyR GST-Endodomäne um cirka 10 kDa – entsprechend der His-Sumo-Masse – darstellen. In 
der Comassiefärbung zeigt sich die Isolierung der a1-GlyR GST-Endomäne (Pfeil). Zum 
Nachweis der Verschiebung wurde die auf dem Gel vorhandenen radioaktiven Proteine mittels 
Phosphorimagers (Abb 3.10) detektiert.  
 
Die in-vitro-Versuche zu Sumo liefen bezüglich Versuchsaufbau und -durchführung 
analog zu denen der Ubiquitinierung ab. Es wurde ebenfalls zunächst versucht, eine 
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Sumoylierung des GlyR Endo-a1309-392-His zu zeigen, wobei beide 
Homogenisierungsmethoden der Gewebe eingesetzt wurden. Das verwendete His-
Sumo war radioaktiv markiert. Der genaue Versuchsaufbau ist Abb. 3.9 zu 
entnehmen. 
Ähnlich der Ubiquitinierung ließ sich auch bezüglich der Sumoylierung keine 
Interaktion mit der a1-GlyR Endodomäne nachweisen, die sich in einer 
entsprechenden Massen-Verschiebung geäußert hätte (Abb.3.9 und 3.10). Auch eine 
Erhöhung der Sensitivität, um auch kleinste Mengen Addukte darzustellen, führte - 
wie in Abb. 3.10 dargestellt - zu keinem positiven Ergebnis. 
 
Abb. 3.9 Versuch  des Nachweises einer Sumoylierung der a1-GlyR GST-Endodomäne unter 
Erhöhung der Sensitivität mittels des Phosphorimagers.  
Auch unter Erhöhung der Detektionsgrenze ließ sich keine kovalente Bindung des His-Sumos 
an die GlyR a1-Endodomäne nachweisen, die sich in einer Bande in der entsprechenden Höhe 
geäußert hätte. Zum Teil ließ sich jedoch His-Sumo trotz Aufreinigung über GSH-Sepharose 
isolieren (Spur 1,2 und 4,5; Pfeil). Auf Grund der bisherigen Ergebnisse ist davon auszugehen, 
dass es sich hierbei um eine unspezifische Bindung von His-Sumo an die GSH-Sepharose 
handelt. Dennoch fällt eine erhöhte Konzentration des His-Sumo in der Gruppe mit dem 
Gehirnlysat und der GST-Endodomäne auf, eine nicht-kovalente Bindung an die GST-
Endodomäne kann somit derzeit nicht völlig ausgeschlossen werden.  
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3.2.1.2 Versuch des Nachweises einer Adduktbildung zwischen Sumo und der 
kompletten GlyR a1-Untereinheit unter Forcierung der Reaktion mittels der 
Ubc09-Ligase 
Da die Ubiquitinierung gemäß der vorangegangenen Versuche der Wildtyp 
GlyR a1-Untereinheit bedarf, war anzunehmen, dass auch die Enzyme der 
Sumoylierung die isolierte a1-GlyR Endodomäne nicht als Substrat erkennen. In 
Folge dieser Erkenntnis wurde das Experiment erneut durchgeführt, wobei die 
Endodomäne durch die komplette GlyR a1-Untereinheit ersetzt wurde, wie in der 
Gruppeneinteilung der Abb. 3.10 zu erkennen ist. 
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Abb. 3.10 Versuch des Nachweises einer durch Ubc09-Ligase -katalysierten Interaktion 
zwischen dem intakten GlyR a1-His und GST-Sumo in-vitro. 
Die verschiedenen Komponenten des Assays wurden wie in der Abb. gezeigt 
zusammengestellt. Der Assa y wurde für 1 h bei 37 °C inkubiert. Es erfolgte eine Aufreinigung 
mittels GSH-Sepharose mit anschließender Auftrennung der isolierten Proteine über ein 4-
16%iges SDS-PAGE-Gradientengel. Eine mögliche Interaktion zwischen GST-Sumo und dem 
radioaktiv markiertem GlyR a1-His sollte hier mittels der GST-Ubc09-Ligase forciert werden. In 
dieser Comassifärbung wurden zunächst die unterschiedlichen GST-Proteine sichtbar (GST-
Ubc09 **, GST-Sumo *). Um eine Verschiebung der Banden im Sinne einer kovalenten Bindung 
des GST-Sumos an die GlyR a1-His-Untereinheit nachweisen zu können, wurde eine 
zusätzliche Darstellung mittels Phosphorimagers zum Nachweis geringer radiaoaktiv 
markierter Proteinproben durchgeführt.  
 
Des Weiteren wurde versucht, die kovalente Bindung des Sumos an Substrate 
durch Hinzufügen der GST-Ubc09-Ligase zu forcieren. Dass die Funktionalität von 
Ubc09 auch als GST-Fusionsprotein erhalten bleibt, wurde 2000 von Giorgino et al. 
gezeigt. Die Aufreinigung erfolgte mittels GSH-Sepharose. 
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Abb. 3.11 Versuch des Nachweises einer Ubc09-Ligase -katalysierten Interaktion zwischen dem 
intakten, radioaktiv markierten GlyR a1-His und GST-Sumo mit erhöhter Sensitivität. 
Das gleiche Gel wie in Abb. 3.10 gezeigt wurde auf Radioaktivität gescannt. Eine Sumoylierung 
des Rezeptors sollte sich in einer entsprechenden Verschiebung der Bande des GlyR a1-His 
darstellen. Doch auch unter diesen Versuchsbedingungen ließ sich keine kovalente Interaktion 
darstellen. Die GlyR a1-His-Aufreinigung (à) über die GSH-Sepharose ist am ehesten auf eine 
unspezifische Bindung an die GSH-Sepharose zurückzuführen.  
 
Durch die Coomassie-Färbung ließen sich auf dem SDS-PAGE-Gel in Abb. 3.10 die 
isolierten GST-Fusionsproteine erkennen; allerdings waren auch bei erhöhter 
Sensitivität durch den Phosphorimager in Abb. 3.11 keine Addukte nachzuweisen, 
die auf eine potentielle Sumoylierung hinweisen könnten. Bei Aufreinigung mittels 
GSH-Sepharose wurden geringe Mengen der radioaktiv markierten GlyR a1-His-
Untereinheit isoliert. Dies ist am ehesten im Rahmen einer unspezifischen Bindung 
von His-Sumo an die GSH-Sepharose zu sehen. So wurde bereits in Versuch 3.6 
eine ähnliche Beobachtung gemacht. Eine nicht-kovalente Interaktion zwischen dem 
GlyR a1-His und dem GST-Sumo ließ sich auf Grund dieses Versuches jedoch nicht 
völlig ausschließen. 
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3.2.2 Untersuchung der Interaktionen von Sumo und GlyR in Oozyten 
3.2.2.1 Ist eine Adduktbildung im Sinne einer kovalenten Sumoylierung in 
Oozyten darstellbar? 
Da auch bei der Sumoylierung die Frage blieb, ob die katalysierenden Enzyme 
obligat an die Zellmembran gebunden sein müssen, um die Reaktion unterstützen zu 
können, wurden weitere Versuche zum Nachweis von Interaktionen zwischen Sumo 
und der GlyR a1-Untereinheit im in-vivo-System Oozyte durchgeführt. Weiterhin 
wurde eine Katalyse der Adduktbildung durch die Ubc09-Ligase versucht (siehe Abb. 
3.12). 
Die cRNA für die wt GlyR a1-His-Untereinheit wurde in alle Oozyten vorinjiziert. 
Nach jeweils 1 h wurden die GST-Fusionsproteine in die Zellen nachinjiziert. Um 
mögliche Interaktionen zwischen dem GST-Teil des Fusionsproteins und der GlyR 
a1-Untereinheit auszuschließen, wurde in eine Gruppe nur der GST-Anteil als 
Negativprobe injiziert. Auch nach maximaler Erhöhung der Detektionssensitivität 
ließen sich weder per Aufreinigung mit GSH-Agarose noch mit Ni2+NTA-Agarose 
Addukte isolieren (Abb. 3.12). Um basierend auf allein diesem Ergebnis die GlyR a1-
Untereinheit als Substrat der Sumoylierung auszuschließen, fehlt bisher leider eine 
Positivprobe, die das Funktionieren des Assays belegt.  
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Abb. 3.12 Versuch des Nachweises einer GST-Ubc09-katalysierten Interaktion zwischen GST-
Sumo und GlyR a1-His in Oozyten. 
Die Wildtyp GlyR a1-His cRNA wurde in die Oozyten vorinjiziert, Proteine wurden wie 
aufgezeigt nach jeweils 1 h nachinjiziert. Die Aufreinigung erfolgte nach einer 15 h Puls- und 
einer 24 h Chasephase nach Extraktion mit 1% Digitonin sowohl mit GSH-Sepharose als auch 
mit Ni2+-NTA-Agarose, die Auftrennung der isolierten Proteine über ein 4-16% SDS-PAGE-
Gradientengel. Die Injektion des GST-Anteils allein galt als Negativprobe. Zu sehen ist die GlyR 
a1-His-Untereinheit (*) sowie ihrer Spaltprodukte (**). Trotz der hohen Detektionssensitivität 
des Phosphorimagers ließen sich keine Addukte nachweisen. Es ließ sich jedoch eine relative 
Zunahme der GlyR-Abbauprodukte in Gegenwart von GST-Sumo verzeichnen (Spur 5, siehe 
Markierung), welche der weiteren Untersuchung bedarf. 
 
3.2.2.2 Untersuchung der Effekte des Sumos auf die proteolytische GlyR-
Spaltung 
Da einige Versuche Anhalt dafür gaben, dass Sumo Einfluss auf die proteolytische 
Spaltung der GlyR a1-Untereinheit haben könnte, wurden weitere Experimente zu 
dieser Frage durchgeführt. 
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Abb. 3.13  Effekt von Sumo auf die proteolytische GlyR a1-His-Spaltung in Oozyten 
In diesem Versuch sollten Auswirkungen von Sumo auf die proteolytische Spaltung des 
Sumos herausgearbeitet werden. Es sollte ferner untersucht werden, ob diese Effekte durch 
die Ubc09 Ligase verstärkt wird. Hierzu wurde die GlyR a1-His-cRNA in die Oozyten vorinjiziert. 
Anschließend wurden die GST-Proteine wie angegeben nachinjiziert. Die Aufreinigung erfolgte 
nach einer 15 h Puls- und einer 24 h Chasephase nach Extraktion mit 1% Digitonin als 
Detergenz über Ni2+-NTA-Agarose; die isolierten Proteine wurden über ein 4-16%-SDS-PAGE-
Gradientengel aufgetrennt. Man sieht eine deutlich geringere Ausprägung der proteolytischen 
Spaltung des GlyR a1-His in den mit GST-Sumo injizierten Zellgruppen gegenüber der Gruppe, 
in die nur die RNA des GlyR a1-His injiziert wurde (Pfeil). Der Effekt der Ubc09-Ligase ist 
weniger deutlich. Für eine objektive Beurteilung erfolgte eine Bandenquantifizierung (Abb. 
3.14). 
 
Die GlyR a1-His-cRNA wurde hierzu in alle Oozyten vorinjiziert. Nach 1 h 
Regenerationszeit wurde in eine Gruppe GST-Sumo, in eine weitere GST-Ubc09-
Ligase und in eine dritte Gruppe beide Komponenten injiziert (Abb. 3.13). Gemäß 
Abb. 3.13 scheint die proteolytische Spaltung der GlyR a1-Untereinheit in 
Anwesenheit von Sumo zuzunehmen, was auch in diesem Versuch durch Berechnen 
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des jeweils intakten Anteils des exprimierten GlyR gezeigt werden konnte, siehe 
hierzu Abb. 3.14. 
 
 
 
Abb. 3.14 Quantifizierung des Einflusses von Sumo auf die proteolytische Spaltung der GlyR 
a1-His-Untereinheit. 
Zur Objektivierung der Ergebnisse Abb. 3.13 erfolgte eine Berechnung des prozentualen 
Anteils des intakten GlyR im Verhältnis zu den proteolytischen Spaltfragmenten des Rezeptors 
als Maß für den lyosomalen Abbau des Rezeptors. Die Berechnung erfolgte über eine 
Bandenquantifizierung mittels des Phosphorimagers. Unter Einfluss des Sumo scheint die 
proteolytische Spaltung des Rezeptors begünstigt.  
 
In den Gruppen, in die zusätzlich die Ubc09-Ligase zugefügt wurde, ließen sich die 
Effekte auf die proteolytische Spaltung nicht grundsätzlich verstärken. Um die 
Aussagekraft zu erhöhen, wurde der gleiche Versuch mehrmals durchgeführt, wobei 
ähnliche Änderungen bezüglich der prozentualen Anteile der Spaltprodukte  
verzeichnet wurden. Die Ergebnisse dieser weiteren Experimente sind in Tabelle 3.1 
und Abb. 3.15 zusammengefaßt. 
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Tabelle 3.1 Proteolytische GlyR-Spaltung unter Sumo 
Prozentualer Anteil der 
intakten GlyR a1-Untereinheit 
GlyR a1-His GlyR a1-His 
+ GST-Sumo 
Abnahme der 
proteolytischen 
Spaltung unter 
Sumo 
V 1 69,8% 51,6% -18,2% 
V 2 74,0% 63,2% -10,8% 
V 3 53,3% 44,8%  -8,5% 
V 4 57,3% 51,8%  -5,5% 
Mittelwerte ± SA 63,6% ± 9,87 52,9% ± 7,6 -10,8% ± 5,4 
à durchschnittlich besteht eine Differenz von x = 10,8%, Standardabweichung = 5,4 
 Paired t-Test: P value 0,029 à P < 0,05: signifikanter Unterschied 
95%-Konfidenzintervall: 2,1 - 19,4 
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Abb. 3.15  Weitere Untersuchung der Wirkung von Sumo auf die proteolytische GlyR a1-His 
Spaltung.  
Der unter Abb. 3.13 und 3.14 durchgeführte Versuch wurde mehrmals wiederholt, um so über 
mögliche signifikante Effekte von Sumo auf die proteolytische GlyR a1-His-Spaltung 
nachweisen zu können. Mittels des gepaarten t-Testes konnte jeweils ein signifikanter 
Unterschied der GlyR a1-His-Spaltung in Anwesenheit des Sumos gegenüber der 
Negativgruppe gezeigt werden. Die Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass Sumo den 
(lyosomalen) Abbau des Rezeptors begünstigt. 
 
Um zu eruieren, inwiefern die Effekte des Sumos auf die proteolytische Spaltung von 
einer kovalenten Interaktion abhängig sind, wurde ein gleichartiger Versuch unter 
Verwendung der GlyR a1-His-Untereinheit des Rezeptors als Negativprobe 
durchgeführt (s. hierzu Abb. 3.16).  
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Abb. 3.16                                                                      
Effekt von Sumo auf die proteolytische Spaltung der GlyR a1-His-Untereinheit.  
Der Versuchsaufbau entsprach den vorangegangenen Versuchen (Abb. 3.13 – 3.15). Zusätzlich 
wurde in einer weiteren Gruppe anstelle von GlyR a1-His der GlyR a1NoK-His exprimiert. GST-
Sumo war zuvor in beide Gruppen und eine Negativgruppe vorinjiziert worden. Ferner wurde in 
jeweils einer Gruppe nur GlyR a1-His bzw. GlyR a1NoK-His exprimiert.  Die Aufreinigung erfolgte 
nach Digitonin-Extraktion (1%) über Ni2+-NTA-Agarose und GSH-Sepharose nach einer 15 h 
Puls und einer 24 h Chase -Phase, die Auftrennung über ein SDS -PAGE-Gradientengel (4-16%). 
Die Auswertung (siehe nebenstehenden Grafik) erfolgte über eine Quantifizierung der Bande 
der intakten GlyR a1-His-Untereinheit (Spuren 1, 2, 5 und 7; siehe Markierungen) mittels 
Phosphorimager. Der prozentuale Anteil des intakten GlyR a1-His wurde als Maß für die 
proteolytische Spaltung gewählt. Es zeigte sich ein Effekt von GST-Sumos auf die GlyR a1-His-
Spaltung, wie auch - wenn gleich weniger ausgeprägt - auf die GlyR a1NoK-His-Spaltung 
(intakter GlyR a1NoK-His, **, Spur 2: 66% und intakter GlyR a1NoK-His mit GST-Sumo, ##, Spur 7: 
64%). Dementsprechend ist davon auszugehen, dass der Sumo-Effekt auf die proteolytische 
Spaltung der GlyR a1-His-Untereinheit (Spur 7; *) nicht unbedingt nur durch eine kovalente 
Bindung vermittelt wird. Die proteolytische Spaltung der wt GlyR a1-His-Untereinheit war 
erneut in Gegegnwart von Sumo erniedrigt (intakter GlyR a1-His Spur 1, *: 69%; GlyR a1-His mit 
GST-Sumo Spur 5, #: 65%). 
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Die Ergebnisse zeigen, dass die GlyR a1-Untereinheit und die GlyR a1No-K-Mutante 
mit und ohne GST-Sumo in etwa gleichem Maße proteolytisch prozessiert werden. 
So legt dieses Versuchsergebnis (Abb. 3.16) den Schluss nahe, dass eventuelle 
Effekte des Sumos auf die proteolytische Spaltung der GlyR a1-Untereinheit nicht 
unbedingt durch eine kovalente Modifikation des Rezeptors im Sinne einer 
Sumoylierung bedingt sind. Erneut ließen sich auch in diesem Versuch keine 
Addukte darstellen. 
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4 Diskussion 
4.1 Nachweis und Spezifizierung der Ubiquitin-a1-GlyR-Interaktion 
Die Monoubiquitinierung stellt gegenüber der Markierung mit mehreren 
Ubiquitinresten ein entscheidendes Signal für die Regelung systemischer Prozesse 
dar. So stehen neben verschiedenen Reaktionen Interaktionen mit dem Zytoskelett 
im Vordergrund, die unter anderem zur Endozytose membranständiger Proteine 
führen (Abb. 4.1). 
 
Abb. 4.1.1  Funktionen von Ubiquitin bei der Endozytose  
Das Ubiquitin vermittelt die Interaktion zwischen dem Wachstums-Rezeptor und eps15, 
welches mit Clathrin in Verbindung steht. Monoubiquitinierung des Rezeptors führt zur dessen 
Internalisierung. (Abb. Riezmann, 2002) 
 
So ließ sich zum Beispiel für Ubiquitin eine vermittelnde Funktion zwischen dem 
Wachstumsfaktor-Rezeptor und dem für die Bildung der internalisierenden Vesikel 
bedeutenden Clathrin nachweisen (Riezmann, 2002). Die Expression des Rezeptors 
ist somit Ubiquitin abhängig reguliert. Sollten die beschriebenen Interaktionen gestört 
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sein, käme es zu einer Überexpression des entsprechenden Rezeptors, was in 
diesem Falle eine kanzerogene Erkrankung des Gewebes mit sich führen würde. 
Ähnliche Mechanismen dürften der Ubiquitin-vermittelten Internalisierung des a1-
GlyR zu Grunde liegen, wie von Büttner et al. 2001 beschrieben wurde. Der 
Endozytose folgte der proteolytische Abbau des Rezeptors im Lysozym. 
In der vorliegenden Arbeit wurden die zur Ubiquitinierung notwendigen 
Bedingungen untersucht. Hierzu wurden einerseits Xenopus-Oozyten nach Injektion 
von cRNA als Exprimierungssystem der jeweiligen Proteine benutzt. Andererseits 
wurde versucht, eine reine in-vitro-Ubiquitinierung durchzuführen, wobei die nicht 
isoliert vorhandenen Enzyme dieser Reaktion durch Zugabe von Gehirn- bzw. 
Rückenmarkhomogenisaten ergänzt wurden. 
In den Oozyten konnte erwartungsgemäß eine vornehmliche Monoubiquitinierung 
des a1-GlyR gezeigt werden. In der SDS-PAGE nachgewiesene Spaltprodukte 
zeigten den lysosomalen Abbau des Membranproteins an. Demgegenüber konnte 
bei a1NoK-GlyR-Expression erwartungsgemäß keine Ubiquitinierung sichtbar gemacht 
werden. Allerdings scheint es trotz des Austausches der die kovalente Reaktion 
eingehenden Lysine zu einer nicht-kovalenten Anlagerung des Ubiquitins an den 
mutierten Rezeptor zu kommen. Neben dieser Beobachtung ist bemerkenswert, dass 
auch diese nicht ubiquitinierbare Mutante an der Zellmembran exprimiert und 
schließlich dem proteolytischen Abbau im Lysozym zugeführt wird. Dies ist ein 
starker Hinweis auf einen parallelen Endozytoseweg, der wie auch die 
Monoubiquitinierung zur Internalisierung der membranständigen Proteine führt (Abb. 
4.1.2). Eine solche redundante Regulierung könnte dazu dienen, die Zelle vor ein 
Überexpression eines Rezeptors und den zu erwartenden Konsequenzen schützen. 
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Abb. 4.1.2   Ubiquitin als Traffic-Signal: Die Polyubiquitinierung markiert Proteine, die dem 
Proteasom zugeführt werden sollen. Das können alte Proteine, aber auch fehlerhaft gebildete 
Proteine sein; zum Teil werden diese direkt vom Golgi-Apparat zum Proteasom geleitet. Die 
Monoubiquitinierung gilt als Signal für den Abbau durch das Lysozym. Die so markierten 
Proteine können diesem durch Endozytose  von der Zelloberfläche, aber auch direkt vom Golgi-
Apparat zugeführt werden. 
 
Die GlyR I387A,D388A-a1-Mutante wurde ubiquitiniert, ohne jemals an der 
Zellmembran exprimiert worden zu sein, was einen weiteren interessanten Aspekt 
darstellt. Insgesamt scheint dieses Konstrukt eine höhere Tendenz zur 
Polyubiquitinierung aufzuweisen. Dies könnte in Anbetracht der Tatsache, dass keine 
Spaltprodukte detektierbar waren, auf einen anderen Abbauweg hindeuten. So wäre 
eine proteasomale Degradation entsprechend der Beschreibung von Tanaka et al. 
2001 durchaus denkbar. Spekulativ ist auch ein „Sorting“ der Mutante direkt vom 
Golgi-Apparat zum Lysozym möglich: Ubiquitin würde dann als Sorting-Signal 
dienen. Beschrieben wurde eine solche Funktion der Ubiquitinierung von Marx et al. 
2002. Auch hieraus würde ein Schutz der Zelle vor fehlgebildeten Proteinen 
resultieren.  
DUB 
E3 
Ubiquitin Golgi-Apparat Rezeptor 
Lysozym 
Proteasom 
Plasmamembran 
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In dieser Dissertation konnte zudem gezeigt, dass die isoliert exprimierte 
zytoplasmatische TM3-TM4-Schleife Endo-a1309-392 allein nicht ausreicht, um eine 
Ubiquitinierung einzugehen. Es ist daher wahrscheinlich, dass die die Ubiquitinierung 
katalysierenden Enzyme nur den intakten a1-GlyR als Substrat erkennen. In 
Verbindung mit den Ergebnissen der in-vitro-Versuche liegt es zudem nahe, dass die 
Enzyme der Monoubiquitinierung membranständig sind bzw. die Membran 
benötigen, um eine Reaktionen mit dem Rezeptor eingehen zu können. Dem 
gegenüber stehen allerdings in-vitro-Versuche von Polo et al. 2002. In diesen 
postulierte er die Existenz eines intrazellulären Netzwerkes, welches die Spezifität 
der membranständigen Monoubiquitinierung bedingt. Dennoch gelang ihm in einem 
B82L-Zelllysat die Monoubiquitinierung des Ubiquitin Interactiv Motif der 
endocytoplasmatischen Proteine eps 5 und eps15R in-vitro. Hiermit stellt er eine 
strikte Membranabhängigkeit der Monoubiquitinierung in Frage. 
Da in den in dieser Dissertation beschriebenen in-vitro-Assays keinerlei 
Ubiquitinierung nachzuweisen war, muss zudem bedacht werden, dass die zu dieser 
Reaktion notwendigen Enzyme, welche in dem Gehirnlysat enthalten sein sollten, 
unter den gegebenen Bedingungen nicht funktionstüchtig waren. Dies könnte auf 
eine Schädigung bei der Aufbereitung des Gewebes zurückzuführen sein oder an 
einem Mangel an Zusatzfaktoren liegen. Um Lysat aus Gewebe zu verwenden, in 
dem der a1-GlyR natürlicherweise exprimiert wird, wurde der Assay mit 
Rückenmarkslysat durchgeführt. Es bestand die Hoffnung, dass hier die spezifischen 
Enzyme, die eine kovalente Bindung zwischen dem GlyR und dem Ubiquitin 
katalysieren könnten, in höheren Konzentrationen als im Gehirn vorliegen. Auch mit 
Rückenmarkslysat war jedoch keine Ubiquitinierung zu beobachten. 
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4.2 Spezifizierung der Effekte von Sumo und der Ubc09 Ligase auf den GlyR 
Sumo hat primär für das nukleozytoplasmatische Trafficking sowie für im Kern 
lokalisierte Prozesse Bedeutung (Seeler und Dejean, 2003). Ferner konnte ihm eine 
die Ubiquitinierung modifizierende Wirkung nachgewiesen werden. So führt eine 
Sumoylierung zu einer kompetetiven Hemmung der Ubiquitinierung, da die 
Reaktionen an den gleichen Lysinen der entsprechenden Substrate stattfinden. Eine 
solche Hemmung würde eine Stabilisierung der sumoylierten Proteine bewirken 
(Tanaka et al., 2001). Im Falle des a1-GlyR ließe sich ein solcher Effekt des Sumos 
in einer Abnahme der lysosomalen Spaltung in die 35 kDa und 13 kDa Fragmente 
darstellen. 
Dass Sumo und die Ubc09-Ligase für membranständige Proteine weit aus mehr 
Funktionen als einen solchen Schutz vor Degradation bewirken können, zeigten 
2000 Giorgino et al.. So konnte er bei Ubc09-Überexpression in L6-
Skelettmuskelzellen eine Abnahme der GLUT1-Glukose-Transporter sowie eine 
Zunahme der GLUT4-Transporter an der Zellmembran nachzuweisen, was zu einem 
verstärkten Glukosetransport unter Insulinstimulation führte. Desweiteren konnten 
kovalente Addukte zwischen der Ubc09 und den Transportern nachgewiesen 
werden. In geringerer Konzentration ließen sich auch Sumoylierungsaddukte 
detektieren (Giorgino et al., 2000). Dieser Zusammenhang ließ deutlich werden, dass 
eine weite Spannbreite von Effekten der Sumoylierung auf den a1-GlyR zu erwarten 
war. Zunächst stand allerdings die Suche nach Addukten im Vordergrund der hier 
durchgeführten Versuche. 
Analog zu den Ubiquitinierungsexperimenten wurden einerseits in-vitro-Versuche 
mit entsprechenden Gewebslysaten durchgeführt, andererseits Xenopus-Oozyten als 
Expressionssystem verwendet. Um eine Reaktion zwischen Sumo und dem a1-GlyR 
zu forcieren, wurde die Ubc09-Ligase sowohl als cRNA als auch als GST-
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Fusionsprotein den jeweiligen Systemen zugefügt. Aus der Literatur war bekannt, 
dass die Ligase auch als GST-Fusionsprotein katalytisch aktiv ist (Giorgino et al., 
2000). Trotz Zusetzung der vergleichsweise substratunspezifischen Ubc09-Ligase 
konnten in beiden Systemen keine Addukte im Sinne einer Sumoylierung 
nachgewiesen werden. Da zur Zeit der Durchführung der Versuche keine adäquate 
Positivprobe zur Verfügung stand, lässt sich der a1-GlyR leider weiterhin nicht als 
Reaktionspartner der Sumoylierung ausschließen. Auch ein Mangel weiterer 
elementarer Enzyme neben der Ubc09-Ligase ist denkbar. So bedarf eine solche in-
vitro-Reaktion auch Sumo-aktivierender E1 Enzyme (Takahashi et al., 2003). Die 
Bedeutung der beschriebenen E3-Enzyme scheint bei ausreichend hoher 
Konzentration der Ubc09-Ligase jedoch vernachlässigbar (Schwarz et al., 1998). 
Auch in Xenopus-Oozyten war keine kovalente Bindung der verschiedenen 
Reaktionspartner nachzuweisen. Auffällig war jedoch, dass die proteolytische a1-
GlyR-Spaltung unter Sumo zunahm. Dies ließe sich durch einen direkten Effekt des 
Sumos auf den Rezeptor im Sinne einer kovalenten Bindung zwischen beiden 
Reaktionspartnern erklären, der sich in einer Zunahme der proteolytischen Spaltung 
äußeren könnte. Allerdings konnten Tanaka et al., wie oben erwähnt, 2001 
nachweisen, dass die Sumoylierung eines Produktes dieses vor der Ubiquitinierug 
schützen kann. Im Falle des a1-GlyR, bei dem die Ubiquitinierung eine Endozytose 
mit folgendem lysosomalen Abbau bewirkt, hätte ein solcher Effekt des Sumos zu 
einer Abnahme der proteolytischen Spaltung führen müssen, was hier nicht der Fall 
war. Folglich schützt eine mögliche Sumoylierung den a1-GlyR gemäß den hier 
erlangten Ergebnissen nicht vor einer Ubiquitinierung. 
Neben der Beeinflussung des lysosomalen Abbaus durch kovalente 
Sumoylierung besteht die Möglichkeit einer nicht kovalenten Modifikation. Auch ist 
denkbar, dass Sumo in Interaktion zu Enzymen steht, die eine verstärkte a1-GlyR-
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Ubiquitinierung. Dies würde eine Zunahme des lyosomalen Abbaus des a1-GlyR 
unter dem Einfluss des Sumos erklären. Um eine solche Möglichkeit näher zu 
untersuchen, musste zunächst festgestellt werden, ob der Effekt des Sumos durch 
eine kovalente Modifikation des a1-GlyR bedingt ist. Hierzu wurde die Wirkung des 
Sumos in Abhängigkeit der im a1-GlyR vorhandenen Lysine getestet. Es konnte 
gezeigt werden, dass auch der a1NoK-GlyR, dem keine kovalente Modifikation durch 
Sumo widerfahren konnte, in seinem Abbauverhalten durch Zugabe von Sumo 
verändert wurde. Diese Beobachtung legt nahe, dass Sumo den proteolytischen 
Abbau des Rezeptors unabhängig von einer kovalenten Sumoylierung beeinflusst.  
So wurde von Büttner et al. 2001 beschrieben, dass der Internalisierung des 
Rezeptors eine Ubiquitinierung vorausgeht. Spekulativ wäre nun anzunehmen, dass 
die zur Ubiquitinierung notwendigen Enzyme durch das Sumo in ihrer Funktion 
moduliert werden (Tanaka et al., 2001). Eine solche Modifikation könnte durchaus 
eine verstärkte Endozytose des membranständigen Rezeptors bewirken. 
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5 Zusammenfassung 
 
Thematik der vorliegenden Dissertation war die Spezifizierung der kovalenten 
posttranslationalen Modifikation membranständiger Proteine, in diesem Falle des 
Glyzinrezeptors, durch Ubiquitinierung und Sumoylierung, um so die Mechanismen, 
die zur Internalisierung des Rezeptors führen, darzustellen. Die klinische Relevanz 
dieser Aspekte ist weitläufig und besteht in diesem Zusammenhang vornehmlich in 
der Fehlregulation der Rezeptorexpression und den jeweils zu erwartenden 
Konsequenzen. 
Um Ubiquitinierung bzw. Sumoylierung nachzuweisen wurden Versuche 
durchgeführt, in denen speziell zubereitete Lysate aus Ratten-Gehirn- und 
Rückenmarksgewebe mit Sumo bzw. Ubiquitin und verschiedenen Glyzinrezeptor-
Dömänen und -Mutanten inkubiert wurden. Die Proteine wurden als GST-
Fusionsproteine rekombinant aus E. coli gereinigt und oder duch Expression in 
Xenopus-laevis-Oocyten radioaktiv markiert und waren durch GST- oder 
Hexahistidylsequenzen isolierbar. In dieser Art von Versuchen ließen sich keinerlei 
Addukte zwischen dem GlyR und Ubiquitin oder Sumo nachweisen. 
Zusätzlich wurden Experimente zur Ubiquitinierung und Sumoylierung an intakten 
Xenopus-Oozyten durchgeführt, in die hierzu geeignete Proteine und cRNA injiziert 
wurden. Nach [35S]Methioninmarkierung wurden die exprimierten Proteine durch 
GST-Pulldown und Ni2+-NTA-Chelatchromatografie aufgereinigt. Mittels dieser 
Methodik konnte eine Monoubiquitinierung des a1-Glyzinrezeptors dargestellt 
werden. Eine Glyzinrezeptor-Mutante ohne zytoplasmatische Lysine, a1NoK-GlyR, 
wurde nicht ubiquitiniert, zeigte allerdings die gleichen proteolytischen Spaltprodukte 
wie der Wildtyp a1-Glyzinrezeptor. Dies impliziert, dass es neben einem Ubiquitin-
abhängigen Weg noch einen parallelen Mechanismus geben muss, der die 
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Internalisierung des Glyzinrezeptors mit anschließendem lysozymalen Abbau in 
Xenopus-laevis-Oozyten vermittelt. Zudem zeigte sich, dass der Wildtyp 
Glyzinrezeptor ebenso wie die ubiquitinierungssdefiziente Glyzinrezeptor-Mutante 
a1NoK-GlyR eine nicht-kovalente Bindung mit Ubiquitin eingeht. Es ist möglich, dass 
eine solche nicht-kovalente Anlagerung der kovalente Modifizierung vorausgeht. 
Interessant verhielt sich zudem die Glyzinrezeptor-Mutante I387A,D388A-a1, die 
ubiquitiniert wurde, ohne an der Zellmembran exprimiert zu werden. Möglicherweise 
dient die Ubiqutinierung in diesem Falle der proteasomalen Degradation, da diese 
Mutante nicht in den Golgi-Apparat und spätere Kompartimente exportiert wurde. 
Die Endodomäne des Glyzinrezeptors, die die große zytoplasmatische Schleife 
zwischen den Transmembrandomänen 3 und 4 und damit alle 10 potentiellen 
Ubiquitinierungslysine umfasst, wurde in den Oozyten nicht ubiquitiniert. Spekulativ 
ist anzunehmen, dass die entsprechenden Ubiquitinierungsenzyme nur den 
membranständigen Glyzinrezeptor, nicht aber die lösliche Endodomäne als Substrat 
erkennen. 
Eine GlyR-Sumoylierung ließ sich weder in Oozyten noch in-vitro unter Mithilfe 
der Ubc09-Ligase detektieren. Allerdings fiel in Sumo-überexprimierenden Oozyten 
eine Zunahme der für die Endozytose des Glyzinrezeptors typischen proteolytischen 
Spaltung auf. Da dieser Effekt des Sumos unabhängig von der Anzahl der Lysine 
des Rezeptors stattfand, wie sich durch verschiedene Mutanten zeigen ließ, ist 
anzunehmen, dass die Sumo-Wirkung indirekt und nicht durch direkte Sumoylierung 
zustande kommt. 
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6.     Abkürzungsverzeichnis 
APS Ammoniumperoxidsulfat 
ATP Adenosin-Tri-Phosphat 
BSA Bovines Serum Albumin 
DTT 1,4-Dithiothreitol 
E Enzym 
GlyR Glyzinrezeptor 
GST Glutathion-S-Transferase 
nAchR Nikotinischer Acetylcholin-Rezeptor 
OD optische Dichte 
ORi Oozyten-Ringerlösung 
PAGE Polyacrylamid-Gelelktrophorese 
PBS Phosphatgepufferte Kochsalzlösung 
RM Rückenmark 
SAE Sumo aktivierendes Enzym 
SDS Natriumdodecylsulfat 
Sumo Small ubiquitin modifier 
TM Transmembrandomäne 
Tris 2-Amino-2-(Hydroxymethyl)-1,3-Propandiol 
wt Wildtyp 
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